Hairy roots as a model to investigate the role of suberin in the Phytophthora sojae-soybean pathosystem by Sharma, Pooja
Western University 
Scholarship@Western 
Electronic Thesis and Dissertation Repository 
8-7-2012 12:00 AM 
Hairy roots as a model to investigate the role of suberin in the 
Phytophthora sojae-soybean pathosystem 
Pooja Sharma 
The University of Western Ontario 
Supervisor 
Dr. Mark Bernards 
The University of Western Ontario 
Graduate Program in Biology 
A thesis submitted in partial fulfillment of the requirements for the degree in Master of Science 
© Pooja Sharma 2012 
Follow this and additional works at: https://ir.lib.uwo.ca/etd 
 Part of the Agriculture Commons, Biology Commons, Botany Commons, and the Plant Pathology 
Commons 
Recommended Citation 
Sharma, Pooja, "Hairy roots as a model to investigate the role of suberin in the Phytophthora sojae-
soybean pathosystem" (2012). Electronic Thesis and Dissertation Repository. 677. 
https://ir.lib.uwo.ca/etd/677 
This Dissertation/Thesis is brought to you for free and open access by Scholarship@Western. It has been accepted 
for inclusion in Electronic Thesis and Dissertation Repository by an authorized administrator of 
Scholarship@Western. For more information, please contact wlswadmin@uwo.ca. 
 H A I R Y   R O O T S   A S   A   M O D E L   T O   I N V E S T I G A T E   T H E   R O L E   O F   S U B E R I N   I N   T H E
 P H Y T O P H T H O R A   S O J A E - S O Y B E A N   P A T H O S Y S T E M




 G r a d u a t e   P r o g r a m   i n   B i o l o g y
 A   t h e s i s s u b m i t t e d   i n   p a r t i a l   f u l f i l l m e n t
 o f   t h e   r e q u i r e m e n t s   f o r   t h e   d e g r e e   o f
 M a s t e r   o f   S c i e n c e
 T h e   S c h o o l   o f   G r a d u a t e   a n d   P o s t d o c t o r a l   S t u d i e s
 T h e   U n i v e r s i t y   o f   W e s t e r n   O n t a r i o
 L o n d o n ,   O n t a r i o ,   C a n a d a
 '   P o o j a   S h a r m a   2 0 1 2
 i i
 T H E   U N I V E R S I T Y   O F   W E S T E R N   O N T A R I O





















 H a i r y   r o o t s   a s   a   m o d e l   t o   i n v e s t i g a t e   t h e   r o l e   o f   s u b e r i n   i n   t h e P h y t o p h t h o r a   s o j a e -
 s o y b e a n   p a t h o s y s t e m
 i s   a c c e p t e d   i n   p a r t i a l   f u l f i l l m e n t   o f   t h e
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 D a t e  C h a i r   o f   t h e   T h e s i s   E x a m i n a t i o n   B o a r d
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 A B S T R A C T
 P a r t   o f   t h e   r e s i s t a n c e   m e c h a n i s m   o f   s o y b e a n   ( G l y c i n e   m a x [ L . ]   M e r r . )  t o
 P h y t o p t h o r a   s o j a e K a u f .   &   G e r d . i n v o l v e s   p r e - f o r m e d   r o o t   s u b e r i n .   I n   o r d e r   t o
 i n v e s t i g a t e   t h e   r o l e   o f   s u b e r i n   i n   t h i s   h o s t - p a t h o g e n   i n t e r a c t i o n , I   c h a r a c t e r i z e d   h a i r y
 r o o t s ,   f o r m e d   a s   a   r e s u l t   o f A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s ( R i k e r  e t  a l . )   C o n n  i n f e c t i o n ,   a s   a
 m o d e l   t o   b e   u s e d   a s   a   r e l i a b l e   s o y b e a n   t r a n s f o r m a t i o n   s y s t e m . I  e s t a b l i s h e d   h a i r y   r o o t
 c u l t u r e s a n d   d e m o n s t r a t e d   t h a t   t h e y w e r e   a   r e s u l t   o f A .   r h i z o g e n e s i n f e c t i o n .     T h e
 a n a t o m y   a n d   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   i n   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   w a s   e x a m i n e d ,   a n d   f o u n d   t o   b e
 v e r y   s i m i l a r  t o  t h a t   o f   w i l d - t y p e  r o o t s .  I n   h a i r y   r o o t s , t h e   a m o u n t   o f   s u b e r i n ( q u a n t i f i e d
 u s i n g   g a s   c h r o m a t o g r a p h y -  m a s s   s p e c t r o m e t r y )  i n c r e a s e d  i n   b o t h   e p i d e r m a l   a n d
 e n d o d e r m a l   c e l l s   a l o n g   t h e   r o o t   a x i s   a s   i n w   l d  - t y p e  r o o t s .     F i n a l l y ,   t h e   r e s p o n s e   o f
 s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   t o P .   s o j a e i n f e c t i o n   w a s   i n v e s t i g a t e d   a n d s h o w n   t o   b e   s i m i l a r t o   t h a t
 o f  w i l d  - t y p e  r o o t s .
 K e y w o r d s




 F i r s t   a n d   f o r e m o s t   I   w o u l d   l i k e   t o   t h a n k   m y   s u p e r v i s o r   D r .   M a r k   B e r n a r d s   f o r
 b e i n g  a n   i n c r e d i b l e   t e a c h e r ,   m e n t o r   a n d   g u i d e .     Y o u r  c o n t i n u e d   s u p p o r t   h a s   a l l o w e d   m e
 t o   n o t   o n l y   c o m p l e t e   m y   M . S c .   b u t   h a s   a l s o   g i v e n   m e   t h e   o p p o r t u n i t y   t o   f u l f i l l   m y d r e a m .
 I   w o u l d   a l s o   l i k e   t o   t h a n k   m y   a d v i s o r y   c o m m i t t e e ,   D r .   S a n g e e t a   D h a u b h a d e l   a n d
 D r .   G r e g   T h o r n   f o r   s h a r i n g   t h e i r   w i s d o m   w i t h   m e   a n d   f o r   k e e p i n g m e  w e l l   i n f o r m e d
 r e g a r d i n g   s u b j e c t s   c o n c e r n i n g   m y   p r o j e c t .
 M y   g r a t i t u d e   g o e s   o u t   t o   N i c o l e   a n d   K a r e n   i n   t h e   B i o t r o n   f o r   t e a c h i n g   m e   t h e
 r o p e s   w h e n   i t   c a m e   t o   m i c r o s c o p y .
 F i n a l l y   a n d   m o s t   i m p o r t a n t l y ,   I   w o u l d   l i k e   t o   e x t e n d   a n d   e x p r e s s   m y   i n f i n i t e
 g r a t i t u d e   t o   m y   p a r e n t s ,     i s t e r   a n d   b r o t h e r .     W i t h o u t   t h e m   n o t h i n g ,  i n c l u d i n g   m y   M . S c . ,
 w o u l d   h a v e   b e e n   p o s s i b l e .     T h a n k   y o u   f o r   b e i n g   m y   s u p p o r t ,   m y   m o t i v a t i o n   a n d
 i n s p i r a t i o n   a n d   f o r   k n o w i n g   w h a t   b r i n g s   m e j o y   a n d   h a p p i n e s s . T h a n k   y o u   f o r   h e l p i n g
 m e   g e t   b a c k   u p   w h e n   I   f e l l   a n d   f o r   s h o w i n g   m e   t h a t   t h e   t r u e   m e a n i n g   o f   s a c r i f i c e   i s   l o v e .
 A s   I   b e g i n   a   n e w   c h a p t e r   i n   m y   l i f e ,   I   r e m e m b e r   a l l   t h o s e   t i m e s   I   d o u b t e d   m y s e l f   a n d   y o u
 s h o w e d   m e   w h a t   I   w a s   c a p a b l e   o f   a c c o m p l i s h i n g .     I t   g o e s   w i t h o u t   s a y i n g   t h a t I   l o v e   y o u
 i m m e n s e l y   a n d   t h a t   n o   m a t t e r   w h e r e   I   a m   i n   t h e   w o r l d   I   w i l l   a l w a y s   k n o w   w h e r e   H o m e   i s
   w i t h   y o u .
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 S o y b e a n ,   ( G l y c i n e   m a x [ L . ]   M e r r . ) ,  i s   a   l e g u m e   t h a t   i s   i n t r i c a t e l y   l i n k e d   w i t h
 h u m a n   l i f e .     D u e   t o   i t s   h i g h   p r o t e i n   a n d   o i l   c o n t e n t ,   s o y b e a n   s e e d   i s   u s e d   f o r   h u m a n   f o o d
 c o n s u m p t i o n ,   a n i m a l   f e e d   a n d   v a r i o u s   i n d u s t r i a l   p r o d u c t s .     I n t e n s i v e   b r e e d i n g   p r o g r a m s
 h a v e   a l l o w e d   t h e   c u l t i v a t i o n   o f   s o y b e a n   t o   s p r e a d   t h r o u g h o u t   C a n a d a   f r o m   S o u t h w e s t e r n
 O n t a r i o   s i n c e   t h e   m i d   1 9 7 0  s .     T h i s   h a s   l e d   t o   a n   e i g h t - f o l d   i n c r e a s e   i n   s o y b e a n
 p r o d u c t i o n   a s   n o t e d   i n   2 0 0 6   b y   t h e   C e n s u s   o f   A g r i c u l t u r e   ( D o r f f ,   2 0 0 9 ) .     I n   C a n a d a
 t o d a y ,   s o y b e a n   i s   g r o w n   n o t   o n l y   i n   O n t a r i o   b u t   i s   e x t e n s i v e l y   c u l t i v a t e d   i n   M a n i t o b a ,
 P r i n c e   E d w a r d   I s l a n d ,   Q u e b e c ,   A l b e r t a   a n d   a p p r o x i m a t e l y   2 0 0 0   t o n n e s   a r e   e x p o r t e d   a l l
 o v e r   t h e   w o r l d   ( C a n a d i a n   G r a i n   C o m m i s s i o n ,   2 0 1 2 ) .     I n   o t h e r   w o r d s ,   s o y b e a n   i s   a n
 i m p o r t a n t   a g r i c u l t u r a l   c r o p ;   h o w e v e r ,   i t   i s s u s c e p t i b l e   t o   a   r o o t   r o t   i n f e c t i o n   c a u s e d   b y
 P h y t o p h t h o r a   s o j a e K a u f .   &   G e r d .     I n i t i a l   o u t b r e a k s   w e r e   n o t e d i n  1 9 4 8   i n  I n d i a n a   ( U . S )
 ( K a u f m a n n   a n d   G e r d e m a n n ,   1 9 5 8 ) ,  a n d  s e r i o u s   o u t b r e a k s   c o n t i n u e   t o   p l a g u e   s o y b e a n
 p r o d u c i n g   c o u n t r i e s   ( W r a t h e r   e t   a l . ,   2 0 0 1 a , b ;   D o r r a n c e   e t   a l . ,   2 0 0 3 ) .
 1 . 2  P h y t o p h t h o r a   s o j a e :   l i f e   c y c l e   a n d   i n f e c t i o n   p r o c e s s
 P h y t o p h t h o r a   s o j a e i s  a n   o o m y c e t e  a n d   o n e   o f   8 0   s p e c i e s   f r o m   t h e   g r o u p
 P h y t o p h t h o r a .  O o m y c e t e s   d i f f e r   f r o m   t r u e   f u n g i   i n   t h a t   h y p h a e   a r e   m a i n l y   a s p e t a t e   w i t h
 c e l l   w a l l s   c o n t a i n i n g   c e l l u l o s e   a s   o p p o s e d   t o   c h i t i n ,   z o o s p o r e s   a r e   b i f l a g e l l a t e w i t h   a n
 a n t e r i o r   t i n s e l   f l a g e l l u m   a n d   a   p o s t e r i o r   w h i p l a s h   f l a g e l l u m ,   a n d   t h e y   a r e   d i p l o i d
 t h r o u g h o u t   m u c h   o f   t h e i r   l i f e   c y c l e   ( D i c k ,   1 9 6 9 ;   H e f f e r   L i n k   e t   a l . ,   2 0 0 2 ) .   F u r t h e r m o r e ,
 2
 P .   s o j a e h a s   a   v e r y   n a r r o w   h o s t   r a n g e ,   i n f e c t i n g   m a i n l y   s o y b e a n .     Y e a r l y   l o s s e s   c a n
 a m o u n t   t o   1 - 2   b i l l i o n   d o l l a r s   a n d   m a i n t e n a n c e   c o s t s   a r e   s e v e r a l   t i m e s   h i g h e r   ( E r w i n   a n d
 R i b e r i o ,   1 9 9 6 ;   W r a t h e r   e t   a l . ,   2 0 0 1 a , b ) .     O o m y c e t e   p a t h o g e n s   a r e   d i f f i c u l t   t o   c o n t r o l
 m a i n l y  b e c a u s e   t h e y   i n f e c t   u n d e r g r o u n d   p l a n t   p a r t s   a n d   w h e r e   c o n t r o l   m e a s u r e s   a r e   o f t e n
 d i f f i c u l t   a n d   u n e c o n o m i c a l   ( T y l e r ,   2 0 0 7 ) .
 Z o o s p o r e s ,   o r   f l a g e l l a t e d   s p o r e s ,   a r e   t h e   i n f e c t i v e   s p o r e s   o f P .   s   j a e a n d  a r e
 w a t e r - b o r n e .  I n   t h e   s p r i n g   w h e n   t h e   s o i l   i s   m o i s t   a n d   w a r m ,   z o o s p o r a n g i a   g e r m i n a t e   a n d
 f o r m   1 0 - 3 0   z o o s p o r e s ,   w h i c h   a r e   a t t r a c t e d   t o   i s o f l a v o n e - c o n t a i n i n g   s o y b e a n   r o o t
 e x u d a t e s   ( M o r r i s   a n d   W a r d ,   1 9 9 2 ) .     O n c e   a t   t h e   r o o t   s u r f a c e ,   z o o s p o r e s   a d h e r e   t o   t h e
 o u t e r   e p i d e r m a l   w a l l ,   e n c y s t ,   g e r m i n a t e ,   a n d   t h e   e m e r g i n g   h y p h a   p e n e t r a t e s   t h r o u g h   t h e
 e p i d e r m i s   a n d   i n t o   t h e   c o r t e x .   A s   h y p h a e   g r o w   b e t w e e n   c o r t i c a l   c e l l s   t o w a r d   t h e   s t e l e ,   t h e
 p a t h o g e n   c a n   f e e d   o n   h o s t   t i s s u e   t h r o u g h h a u s t o r i a .     S t r u c t u r e s   c a l l e d   a p p r e s s o r i a   f o r m e d
 o n   t h e   o u t e r   s u r f a c e   o f   r o o t   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s   a l l o w   t h e   f o r m a t i o n   o f   i n f e c t i o n   p e g s
 w h i c h   p e n e t r a t e   r o o t   c e l l   w a l l s ;   h a u s t o r i a   f o r m e d   o n   t h e   e n d s   o f   i n f e c t i o n   p e g s   a l l o w
 p a t h o g e n   f e e d i n g ( T y l e r ,   2 0 0 2 ) .     I n i t i a l f e e d i n g i s   b i o t r o p h i c ,   h o w e v e r ,   f e e d i n g   l e a d s t o
 w e a k e n i n g   o f   t h e   h o s t ,   a n d a   s w i t c h   t o   n e c r o t r o p h i c   n u t r i t i o n w h i c h   t h e n   l e a d s   t o l e s i o n
 f o r m a t i o n .  L e s i o n s   c a u s e t h e   a b o v e   g r o u n d   p l a n t   p a r t s   t o   w i l t   a n d   d i e   s i n c e   t h e   r o o t s
 c a n n o t   t a k e   u p   a n d   t r a n s p o r t   w a t e r   a n d   n u t r i e n t s .     O n c e   t h e   s t e l e   a n d   u p p e r   p l a n t   t i s s u e s
 a r e   c o l o n i z e d ,   h y p h a e   f o r m   h a p l o i d   a n t h e r i d i a   a n d   o o g o n i a   v i a   m e i o s i s .     F u s i o n   l e a d s   t o
 t h e   f o r m a t i o n   o f   d i p l o i d   o v e r w i n t e r i n g   o o s p o r e s ,   w h i c h   c a n   b e g i n   t h e   c y c l e   a g a i n   b y
 g e r m i n a t i n g   t o   p r o d u c e   h y p h a e   t h a t   c a n   p r o d u c e   s p o r a n g i a   ( T y l e r ,   2 0 0 2 ) . S i n c e   t h e
 i n i t i a l   i n f e c t i o n   p r o c e s s   i n v o l v e s   p h y s i c a l   p e n e t r a t i o n   o f   t h e   r o o t s ,   a n   i m p o r t a n t   a s p e c t   o f
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 p l a n t   r e s i s t a n c e   i n v o l v e s   p h y s i c a l   b a r r i e r s ,   n a m e l y   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s ,   w h i c h   m a y   l i m i t
 t h e   s p r e a d   o f P .   s o j a e w i t h i n   t h e   r o o t .
 1 . 3  P l a n t   d e f e n s e   a g a i n s t   p a t h o g e n s   a n d   t h e   g e n e t i c s   o f   r e s i s t a n c e
 P a t h o g e n s   u c h   a s P h y t o p h t h o r a   s o j a e c a n   c a u s e   s u b s t a n t i a l   c r o p   l o s s e s   p e r
 a n n u m a n d   t h e y   l e a d   t o   a n   a l t e r a t i o n   o f   h o s t   m e t a b o l i s m   a n d   g e n e   e x p r e s s i o n ( O e r k e   a n d
 D e h n e ,   2 0 0 4 ) .     T o   c o m b a t   m i c r o b i a l   i n f e c t i o n ,  p l a n t s   h a v e   t w o   k i n d s   o f   d e f e n s e   t a c t i c s :
 c o n s t i t u t i v e a n d   i n d u c i b l e   d e f e n s e s . C o n s t i t u t i v e   d e f e n s e s   i n c l u d e   p h y s i c a l   b a r r i e r s   s u c h
 a s   s u b e r i z e d   a n d   l i g n i f i e d   c e l l   w a l l s   a n d   o t h e r   s t r u c t u r a l ,  a s   w e l l   a s   a n t i m i c r o b i a l
 c o m p o u n d s   s u c h   a s   i s o f l a v o n o i d s ,   w h i l e   i n d u c i b l e   d e f e n s e s i n  v o l v  e   r e c o g n i t i o n   o f   a
 p a t h o g e n   a n d   t h e i n d u c t i o n  o f   n o n - h o s t   s p e c i f   c   a n d / o r   h o s t   s p e c i f i c   r e s p o n s e s .     T h e s e   a r e
 k n o w n   a s   p a t h o g e n   a s s o c i a t e d   m i c r o b i a l   p r o t e i n   ( P A M P )  t r i g g e r e d   i m m u n i t y   ( f o r m e r l y
 k n o w n   a s   h o r i z o n t a l   o r   b a s a l   r e s i s t a n c e )   a n d   e f f e c t o r   t r i g g e r e d   i m m u n i t y   ( f o r m e r l y
 k n o w n   a s   r e s i s t a n c e   [ R ]   g e n e ,  v   r t i c a l   r e s i s t a n c e )   ( B o l l e r   a n d   F e l i x ,   2 0 0 9 ) ,   r e s p e c t i v e l y .
 I n   t h e   f o r m e r ,   a   n o n - s p e c i f i c   m i c r o b i a l   p r o t e i n   s u c h   a s   f l a g e l l i n   m i g h t   b e   r e c o g n i z e d   b y
 t h e   h o s t   a n d   i n   t h e   l a t t e r   a s p e c i f i c   p r o t e i n   a s s o c i a t e d   w i t h   a s p e c i f i c  p a t h o g e n ( e . g . ,   a n
 a v i r u l e n c e   g e n e   p r o d u c t )   m i g h t   b e   r e c o g n i z e d .     I n   t h e   c a s e   o f   P A M P - t r i g g e r e d   i m m u n i t y
 l o c a l i z e d   n e c r o s i s   m a y   r e s u l t ,   w h e r e a s ,   i n   e f f e c t o r   t r i g g e r e d   i m m u n i t y ,   t h e   r e c o g n i t i o n   o f
 t h e   p r e s e n c e   o f a   p a t h o g e n   a n d   i n d u c t i o n   o f   a   d e f e n s e   r e s p o n s e   a t   t h e s i t e   o f   i n f e c t i o n   c a n
 l e a d   t o   t h e   h y p e r s e n s i t i v e   r e s p o n s e   c h a r a c t e r i z e d   b y r a p i d  l o c a l  c e l l   d e a t h a n d   a s y s t e m i c
 r e s p o n s e   c a l l e d   s y s t e m i c   a c q u i r e d   r e s i s t a n c e   ( S A R ) ,  w h e r e   t h e   w h o l e   p l a n t   g a i n s
 i n c r e a s e d i m m u n i t y   f r o m   t h e   i n i t i a l   i n f e c t i o n   t h r o u g h   t h e   u p   r e g u l a t i o n   o f   d e f e n s e s
 ( r e v i e w e d   i n   C o l l   e t   a l . ,   2 0 1 1 ) .
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 I n   s o y b e a n ,   r e s i s t a n c e   a g a i n s t P .   s o j a e i s   a l s o   t w o - f o l d   a n d   i n c l u d e s   r a c e - s p e c i f i c ,
 e f f e c t o r - t r i g g e r e d   a n d   P A M P - t r i g g e r e d   i m m u n i t y   ( a l s o   r e f e r r e d   t o   a s   p a r t i a l   r e s i s t a n c e ,
 f i e l d / q u a n t i t a t i v e   r e s i s t a n c e ,   t o l e r a n c e   a n d   i n n a t e   r e s i s t a n c e ) .     R a c e - s p e   i f i c   r e s i s t a n c e
 i n c l u d e s R p s g e n e s ,   1 5   o f   w h i c h   h a v e   b e e n   i d e n t i f i e d   ( A n d e r s o n   a n d   B u z z e l l ,   1 9 9 2 ;
 P o l z i n   e t   a l . ,   1 9 9 4 ;   D o r r a n c e   a n d   S c h m i t t h e n n   r ,   2 0 0 0 ;   S a n d h u   e t   a l . ,   2 0 0 4 ,   T u c k e r   e t   a l . ,
 2 0 1 0 ) .     T h e   e f f e c t i v e n e s s   o f R p s g e n e s   r e l i e s   o n   t h e   p r e s e n c e   o f   a   c o r r e s p o n d i n g
 a v i r u l e n c e   g e n e   i n   t h e   p a t h o g e n   w h o s e   p r o d u c t   c a n   b e   r e c o g n i z e d   b y   t h e   h o s t .
 F u r t h e r m o r e , R p s g e n e s   r e c o g n i z i n g   c o m p a t i b l e   a v i r u l e n t   s t r a i n s   o f P .   s o j a e o n l y   r e m a i n
 s u c c e s s f u l   f o r   8   t o   1 5   y e a r s d u e  t o   t h e   f a c t   t h a t   t h i s   p a t h o g e n   h a s   a   s h o r t   g e n e r a t i o n   t i m e
 a n d   c a n   t h u s e v o l v e   r e s i s t a n c e   t o   R g e n e   p r o d u c t s   i n   a   r e l a t i v e l y   s h o r t t i m e   s p a n
 ( B u r n h a m   e t   a l . ,   2 0 0 3 ;   D o r r a n c e   e t   a l . ,   2 0 0 3 ) .     F o r   t h i s   r e a s o n   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   i s   b e i n g
 l o o k e d   t o   a s   a n   a l t e r n a t i v e .     P a r t i a l   r e s i s t a n c e ,   a n   u p - r e g u l a t i o n   o f   c o n s t i t u t i v e   d e f e n s e     ,
 i s   t a r g e t e d   a g a i n s t   a l l   r a c e s   o f P .   s o j a e ,   i s   m a i n l y   s t r u c t u r a l   a n d / o r   a n t i m i c r o b i a l   i n   n a t u r e
 a n d   i s   i n h e r i t e d   q u a n t i t a t i v e l y   ( D o r r a n c e   e t   a l . ,   2 0 0 3 ;   R a n a t h u n g e   e t   a l . ,   2 0 0 8 ;   S t .   M a r t i n
 e t   a l . ,   2 0 1 0 ) .       A s   v i r u l e n c e   o f P .   s o j a e s t r a i n s   c o n t i n u e s   t o   i n c r e a s e   i n   a r e a s   o f   s o y b e a n
 p r o d u c t i o n ,   i t   i s   e s s e n t i a l   t o   i n c r e a s e   a n d   i n c o r p o r a t e   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   g e n e s   i n t o   s o y b e a n
 c u l t i v a r s   f o r   e f f e c t i v e   d i s e a s e   m a n a g e m e n t .
 1 . 4  S u b e r i n :   p h y s i o l o g i c a l   r o l e s   a n d   s t r u c t u r e
 S u b e r i n   f u n c t i o n s   a s   a   b a r r i e r   t o   w a t e r   l o s s   a n d   a l s o   a c t s   a s   a   p h y s i c a l   b a r r i e r   t o
 p a t h o g e n   a t t a c k   a n d   i n g r e s s   m a i n l y   b e c a u s e   o f   i t s   m o l e c u l a r   s t r u c t u r e   a n d   l o c a t i o n .
 S u b e r i z a t i o n   o f   c e l l   w a l l s   o c c u r s   m a i n l y   i n   t h e   e p i d e r m i s   a n d   t h e   C a s p a r i a n   b a n d   ( a s   a
 p a r t   o f   t h e   e n d o d e r m i s )   a n d   e x o d e r m i s   o f   u n d e r g r o u n d   p l a n t   p a r t s   ( E s a u ,   1 9 7 7 ) .     T h i s
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 m o l e c u l e   i s   c h a r a c t e r i z e d   b y   a   p o l y ( a l i p h a t i c )   d o m a i n   ( S P A D )   a n d   a   p o l y ( p h e n o l i c )
 d o m a i n   ( S P P D )   ( F i g u r e   1 ) ,   w h i c h   d i f f e r   i n   t h e i r   l o c a t i o n   a n d   c o n s t i t u e n t s   b u t   a r e
 c o v a l e n t l  y   l i n k e d   t o   o n e   a n o t h e r .     T h e   S P P D   i s   h y p o t h e s i z e d   t o   b e   e m b e d d e d   i n   t h e
 p r i m a r y   c e l l   w a l l ,   w h e r e a s   t h e   S P A D ,   o f t e n   a p p e a r i n g   a s   r e p e a t i n g   d a r k   a n d   l i g h t   b a n d s
 ( k n o w n   a s   s u b e r i n   l a m e l l a e ) ,   i s   f o u n d   b e t w e e n   t h e   p r i m a r y   c e l l   w a l l   a n d   p l a s m a
 m e m b r a n e   ( r e v i e w e d   i n   B e r n a r d s ,   2 0 0 2 ) .
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 F i g u r e   1 :  T  h e   h y p o t h e s i z e d   s t r u c t u r e   o f   s u b e r i n .     A ,   T h e   p o l y ( p h e n o l i c )   d o m a i n
 c o v a l e n t l y   a t t a c h e d t o   t h e   p r i m a r y   c e l l   w a l l .     B ,   T h e   p o l y ( a l i p h a t i c )   d o m a i n   b e t w e e n
 p r i m a r y   c e l l   w a l l   a n d   p l a s m a   m e m b r a n e ,   l i n k e d   t o   S P P D   v i a   e s t e r   l i n k a g e s ,   o f t e n
 a p p e a r i n g   a s   d a r k   a n d   l i g h t   b a n d s .   P   =   p h e n o l i c ,   C   =   c a r b o h y d r a t e ,   S   =   s u b e r i n .     ( A d a p t e d
 f r o m   B e r n a r d s ,   2 0 0 2 ) .
 A )  S P P D  B )  S P A D
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 T h e   S P A D   i s   m a d e   u p   o f   a l i p h a t i c   m o n o m e r s   s p e c i f i c   t o   t h i s   d o m a i n .     F o r
 e x a m p l e ,É  - h y d r o x y   f a t t y   a c i d s   a n d–  ,É  - d i o i c   a c i d s   g e n e r a l l y   f o r m   t h e   m a j o r i t y   o f   t h e
 a l i p h a t i c   s u b s t i t u e n t s ,   a n d   c a n   a c c o u n t   f o r   u p   t o   1 5 - 9 4 %   ( G r a c a   a n d   P e r e i r a ,   1 9 9 7 ,
 B a r r o s - T i m m o n s ,   2 0 1 0 ) .       O t h e r   c o m p o n e n t s   i n c l u d e   o t h e r   f a t t y   a c i d s ,   1 - a l k a n o l s ,
 g l y c e r o l   a n d   h y d r o x y c i n n a m i c a c i d s , ( e . g . ,  p - c o u m a r i c   a n d   f e r u l i c   a c i d s )   ( G r a c a   a n d
 P e r e r i a ,   1 9 9 7 ) .       T h e   S P P D   c o m p r i s e s   a   c o v a l e n t l y   l i n k e d   m a t r i x   d e r i v e d   p r e d o m i n a n t l y
 f r o m   h y d r o x y c i n n a m i c   a c i d s   a n d   h y d r o x y c i n n a m y l - a l c o h o l s   ( m o n o p h e n o l s )
 ( K o l l a t u k u d y ,   1 9 8 4 ;   Z e i e r   a n d   S c h r e i b e r ,   1 9 9 7 ;   B e r n a r d s   a n d   L e w i s ,   1 9 9 8 ;   M a t t i n e n ,
 2 0 0 9 ) .
 I n   e p i d e r m a l   c e l l s ,   s u b e r i n   i s   d e p o s i t e d   i n   r a d i a l   a n d   t a n g e n t i a l   w a l l s ,   c o m p l e t e l y
 e n c l o s i n g   t h e   c e l l s   ( r e v i e w e d   i n   B e r n a r d s ,   2 0 0 2   a n d   E n s t o n e   e t   a l . ,   2 0 0 2 ) . I n   t h e
 e n d o d e r m i s ,   s u b e r i z a t i o n   h a s   b e e n c h a r a c t e r i z e d   i n   t h r e e   d i s t i n c t   s t a g e s   i )   c l o s e   t o   t h e
 r o o t   t i p   b o t h   a l i p h a t i c   a n d   p h e n o l i c   s u b e r i n   i s   f o u n d   i n   t h e   a n t i c l i n a l   ( r a d i a l )   w a l l s   o f
 e n d o d e r m a l   c e l l s   a n d   f o r m s   t h e   C a s p a r i a n   b a n d   w h i c h   c a n   b e   d e t e c t e d   h i s t o c h e m i c a l l y   b y
 t h e   u s e   o f   l i p o p h i l l i c   d y e s .  W i t h i n   t h e   C a s p a r i a n   b a n d ,   t h e   d e p o s i t i o n   o f   s u b e r i n   i n   t h e
 r a d i a l   w a l l s   o f   e n d o d e r m a l   c e l l s   r e s u l t s   i n   a   c o n t i g u o u s   w a t e r   b a r r i e r   t h a t   r e s e m b l e s   a
  f i s h n e t    s u r r o u n d i n g   t h e   s t e l e   w h e n   t h e   u n d e r l y i n g   c a r b o h y d r a t e   c e l l   w a l l s   a r e   d i g e s t e d
 a w a y   ( F i g u r e   2 ) .  i i )   F u r t h e r   a l o n g   t h e   r o o t   a x i s   a d d i t i o n a l   s u b e r i n ,   i n   t h e   f o r m   o f   l a m e l l a e
 a r e   d e p o s i t e d   i n   a l l   w a l l s   o f   e n d o d e r m a l   c e l l s   ( i n   a d d i t i o n   t o   t h e   p r e -   x i s t i n g   C a s p a r i a n
 b a n d ) ,   h o w e v e r   n o t   i n   a l l   e n d o d e r m a l   c e l l s ,   f i n a l l y ,   i i i )   f a r t h e s t   a w a y   f r o m   t h e   r o o t t i p ,
 f u r t h e r   d e p o s i t i o n   o f   s u b e r i n   i n   r a d i a l   a n d   o u t e r   t a n g e n t i a l   w a l l s   l e a d s   t o   h e a v y   U - s h a p e d
 t h i c k e n i n g s   o f   e n d o d e r m a l   c e l l s   ( W i l s o n   a n d   P e t e r s o n ,   1 9 8 3 ;   S c h r e i b e r   e t   a l . ,   1 9 9 9 ) .
 8
 S i m i l a r l y ,   h e a v i e r ,   t h o u g h   n o n - l a m e l l a r   ( i . e . ,   d i f f u s e )   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   c c u r s   i n
 e p i d e r m a l   c e l l s   a l o n g   t h e   r o o t   a x i s ,   m o v i n g   a w a y   f r o m   t h e   r o o t   t i p .
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 F i g u r e   2 :   L o n g i t u d i n a l   s c a n n i n g   e l e c t r o n   m i c r o s c o p e   i m a g e   o f r o   t   e n d o d e r m i s o f  C l i v i a
 m i n i a t a  R e g .     S u b e r i n   f o r m s   a   n e t   l i k e   b a r r i e r   o v e r l a y i n g   x y l e m   v e s s e l s   a s s h o w n   b y   t h e
 a r r o w s .     ( I m a g e   s h o w s   s u b e r i z e d   c e l l   w a l l s   r e m a i n i n g   a f t e r   c e l l u l o s i c   c o m p o n e n t s w   r e
 e n z y m a t i c a l l y   d i g e s t e d ) .     B a r   =   1 0 0 µ m   ( m o d i f i e d   f r o m   S c h r e i b e r   e t   a l . ,   1 9 9 9 ,   w i t h
 p e r m i s s i o n   f r o m   O x f o r d   U n i v e r s i t y   P r e s s ) .
 1 0
 1 . 5  S u b e r i n   a n d   p a r i t a l  r e s i s t a n c e
 T h e   p h y s i c a l f i s h  n e t - l i k e  n a t u r e   o f   s u b e r i n   i s   t h e   p r i n c i p a l   f a c t o r   l e a d i n g   t o   t h e
 i n h i b i t i o n   o f   p a t h o g e n   p e n e t r a t i o n   i n t o   p l a n t   t i s s u e s   t h a t   c o n t a i n   i t   ( r e v i e w e d   i n   E n s t o n e
 e t   a l . ,   2 0 0 2 ;   V i l j e v a c   e t   a l . ,   2 0 0 9 ;   K h a t r i   e t   a l . ,   2 0 1 1 ) .     T h o m a s   e t   l   ( 2 0 0 7 )   s h o w e d   a
 c o r r e l a t i o n   b e t w e e n   h i g h e r   a m o u n t s   o f   p r e - f o r m e d   s o y b e a n   r o o t   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n
 a n d  p a r t i a l   r e s i s t a n c e t o  P .   s o j a e .   T h a t   i s ,   t h e   s o y b e a n   c u l t i v a r   C o n r a d ,   w h i c h   s h o w e d
 l o w e r   r a t e s   o f   i n f e c t i o n   i n   f i e l d   t r i a l s ,   h a d a p p r o x i m a t e l y d o u b l e   t h e   r o o t   s u b e r i n
 c o m p a r e d   t o   c u l t i v a r   O X 7 6 0 - 6 ,   w h i c h   h a d   l o w e r   a m o u n t s   o f   b o t h   p r e - f o r m e d   r o o t
 a l i p h a t i c   s u b e r i n   a n d   f i e l d   l e v e l   r e s i s t a n c e .     S p e c i f i c a l l y ,   i t   w a s   t h e   f a t t y   a c i d s ,É  - h y d r o x y
 f a t t y   a c i d s   a n d–  ,É  - d i o i c   a c i d s   o f   t h e   S P A D   w h i c h   w e r e   c o r r e l a t   d   w i t h   i n c r e a s e d
 s o y b e a n   f i e l d   l e v e l   r e s i s t a n c e .     F u r t h e r m o r e ,   R a n a t h u n g e   e t   a l .   ( 2 0 0 8 )   d e m o n s t r a t e d   t h a t
 P .   s o j a e h y p h a l   p e n e t r a t i o n   a n d   g r o w t h   w a s   i n h i b i t e d   t o   a   g r e a t e r   e x t e n t   i n   C o n r a d
 c o m p a r e d   t o   O X 7 6 0 - 6 .     H y p h a l   p r o g r e s s   w a s   e s p e c i a l l y   i m p a i r e d   a t   t h e   e p i -  a n d
 e n d o d e r m a l   l a y e r s .
 T h e   r o l e   o f   t h e   p h e n o l i c   d o m a i n   i n   n o n - s p e c i f i c   r e s i s t a n c e   t o   p a t h o g e n s   i s   a l s o
 i m p o r t a n t   a s   i t   n o t   o n l y   a n c h o r s   t h e   s u b e r i n   m o l e c u l e   t o   t h e   p r i m a r y   c e l l   w a l l   b u t   i t s
 h y d r o x y c i n n a m i c   a c i d   m o n o m e r s   p o s s e s s   a n t i m i c r o b i a l   p r o p e r t i e s   ( L u l a i   a n d   C o r s i n i ,
 1 9 9 8 ;   P o m a r   e t   a l . ,   2 0 0 4 ;   B a j j i   e t   a l . ,   2 0 0 5 ) .   C o l l e c t i v e l y ,   s u b e r i n ,   b o t h   a s   a   s t r u c t u r a l
 b a r r i e r   a n d   s o m e   o f   t h e   m o l e c u l e s   t h a t   m a k e   u p   i t s   c o r e ,   i s   b e c o m i n g   i m p o r t a n t   t o   e x p l o r e
 w h e n   s t u d y i n g   c o n s t i t u t i v e   d e f e n s e s , w h i c h   c a n   b e   i n c r e a s e d   t o   s h i f t   s o y b e a n   p a r t i a l
 r e s i s t a n c e .
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 1 . 6  M a n i p u l a t i n g   s u b e r i n   l e v e l s   p a r t   o f   e n h a n c e d   p a r t i a l   r e s i s t a n c e
 I n   e s s e n c e ,   s u b e r i n   n o t   o n l y   a c t s   t o   p r e v e n t   w a t e r   l o s s   b u t   i t   a l s o   i n h i b i t s   o r
 r e s t r i c t s   p a t h o g e n   g r o w t h   a t   s u b e r i z e d   l a y e r s    e p i d e r m i s   a n d   e n d o d e r m i s .     I n   o t h e r
 w o r d s ,   b a s e d   u p o n   t h e   a b o v e   d i s c u s s i o n ,   t   c a n   b e   h y p o t h e s i z e d   t h a t   s u b e r i n   p l a y s   a   m a j o r
 r o l e   i n   p l a n t   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   a g a i n s t   p a t h o g e n s .     C o n s e q u e n t l y , i t   m a y   b e   a   u s e f u l
 s t r a t e g y   t o   m a n i p u l a t e   s u b e r i n   l e v e l s ,   p a r t i c u l a r l y   e n h a n c e   t h e m ,   t o   i n c r e a s e   p a r t i a l
 r e s i s t a n c e .   T h i s   m a y   b e   a c h i e v e d ,   f o r   e x a m p l e ,   b y   e n h a n c i n g   t h e   a c t i v i t y   o f   m o n o m e r
 s y n t h e s i z i n g   e n z y m e s ,   w h i c h   c a n   l e a d   t o   i n c r e a s e d   d e p o s i t i o n .     A s   m e n t i o n e d   e a r l i e r ,   i t   i s
 t h e É  - h y d r o x y   a c i d s   a n d–  ,É  - d i o i c   a c i d s w h i c h   f o r m   m u c h   o f   t h e   S P A D ,   w h i c h   i n   t u r n   i s
 l i n k e d   t o   a n   i n h i b i t i o n   o f   p a t h o g e n   i n g r e s s .     T h u s ,   i t   w o u l d   s e e m   t h a t   t h e   e n z y m e ( s )   t h a t
 l e a d   t o   t h eÉ  - h y d r o x y l a t i o n   o f   f a t t y   a c i d s   c o u l d   b e   o v e r -   x p r e s s e d   i n   a n   a t t e m p t   t o
 e n h a n c e   s u b e r i n   b i o s y n t h e s i s   a n d   d e p o s i t i o n   i n   s o y b e a n   r o o t s .
 1 . 7  S P A D   m o n o m e r   s y n t h e s i z i n g   e n z y m e s
 F a t t y   a c i dÉ  - h y d r o x y l a s e s   o r   F AÉ  H  s   a r e   a   p a r t   o f   t h e   c y t o c h r o m e   P - 4 5 0
 m o n o x y g e n a s e   f a m i l y a n d  t h e s e   e n z y m e s c a t a l y z e   t h e   h y d r o x y l a t i o n   o f   t h e   t e r m i n a l
 c a r b o n   o f   f a t t y   a c i d s   ( S c h u l e r   a n d   W e r c k - R e i c h h a r t ,   2 0 0 3 ;   P i n o t   a n d   B e i s s o n ,   2 0 1 1 ) .
 M o r e   s p e c i f i c a l l y ,   t h e   C Y P 8 6 A   a n d   C Y P 9 4 B   m o n o x y g e n a s e   s u b f a m i l i e s   i n c l u d e
 m e m b e r s   t h a t   c a n   c a t a l y z e   t h e   f o r m a t i o n   o fÉ  - h y d r o x y   a c i d s a n d –  ,É  - d i o i c   a c i d s ,
 r e s p e c t i v e l y ,   f r o m   f a t t y   a c i d s   i n   a   N A D P H   d e p e n d e n t   f a s h i o n ( D u a n   a n d   S c h u l e r ,   2 0 0 5 ) .
 A c c o r d i n g   t o   S e r r a   e t   a l .   ( 2 0 0 9 ) ,   R N A i   k n o c k d o w n   o f   a   C Y P 8 6 A   i n   p o t a t o , S o l a n u m
 t u b e r o s u m L .  ,   l e a d s   t o   l o w e r   r e t e n t i o n   o f   w a t e r   b y   t h e   p e r i d e r m   c o m p a r e d   t o   w i l d - t y p e
 ( W T  )   b e c a u s e   o f   a   c h a n g e d   s u b e r i n   c o m p o s i t i o n .     S o y b e a n   c o n t a i n s   a     l e a s t   s i x F  AÉ  H
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 g e n e s ,   a n d   n u m e r o u s   o t h e r   r e l a t e d   p s e u d o g e n e s ,   a n d   t h e   e x p r e s s i o n   o f   a t   l e a s t   t w o   o f
 t h e s e   h a s   b e e n   s h o w n   i n   s o y b e a n   r o o t s   ( K o t e l e s ,   2 0 1 2 ) .
 1 . 8  S o y b e a n t r a n s f o r m a t i o n
 I n   o r d e r   t o   b e g i n   t o   w o r k   o n   c h a n g i n g   t h e   e x p r e s s i o n   o f G l y c i n e  m a x  F  AÉ  H
 ( G m F AÉ H  )  g e n e s ,   a   m e t h o d   o f   p l a n t   t r a n s f o r m a t i o n   m u s t   b e   s e l e c t e d   t h a t   w o u l d   a l l o w
 t h e   i n s e r t i o n   o f   s u b e r i n   b i o s y n t h e t i c   g e n e s   o f   i n t e r e s t   i n t o   s o y b e a n   a n d   f u r t h e r   a l l o w   t h e
 a n a l y s i s   o f   t h e i r   c h a n g e d   e x p r e s s i o n   a n d   d o w n s t r e a m   a f f e c t o n   s u b e r i n   d e p o s i t i o n i 
 r o o t s .  T r a d i t i o n a l   t r a n s f o r m a t i o n   t e c h n i q u e s   e m p l o y A g r o b a c t e r i u m   t u m e f a c i e n s S m i t h
 &   T o w n s e n d ( =  R h i z o b i u m   r a d i o b a c t e r [ B e i j e r i n c k   &   v a n   D e l d e n ]   Y o u n g   e t   a l . ,   2 0 0 1 ) ,  a
 b a c t e r i u m   t h a t   c a n   b e   e n g i n e e r e d   t o   c a r r y   f o r e i g n   g e n e s .     H o w e v e r ,   w i t h   r e l a t i v e l y l o w
 t r a n s f o r m a t i o n   e f f i c i e n c y   a n d   l o n g   p l a n t   r e g e n e r a t i o n   t i m e s ,   t h i s   m e c h a n i s m   o f   p l a n t
 t r a n s f o r m a t i o n   i s   n o t   a l w a y s   f e a s i b l e   ( C a o   e t   a l . ,   2 0 0 9 ;   T s u r o   e t   a l . ,   2 0 0 9 ;   R e a m ,   2 0 0 9 ) .
 A n   a l t e r n a t i v e   s t r a t e g y   m i g h t   i n c l u d e A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s ( R i k e r  e t   a l . )   C o n n  ( =
 R h i z o b i u m   r h i z o g e n e s [ R i k e r   e t   a l . ]   Y o u n g   e t   a l . ,   2 0 0 1 ) m e d i a t e d   t r a n s f o r m a t i o n   a n d   t h e
 g e n e r a t i o n   o f   t r a n s g e n i c   h a i r y   r o o t s .
 1 . 9  A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s a n d   h a i r y   r o o t s
 A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s i     a   g r a m   n e g a t i v e ,   s o i l   d w e l l i n g b a c t e r i u m  o f  t h e
 f a m i l y  R h i z o b i a c e a e t h a t  l e a d s   t o   e x t e n s i v e   a d v e n t i t i o u s   r o o t   g r o w t h ,   l e a d i n g   t o   a h a i r y
 r o o t   s y n d r o m e   a t   t h e   s i t e   o f   i n f e c t i o n ( R i k e r   e t   a l . ,   1 9 3 0 ) .     H a i r y   r o o t   f o r m a t i o n   i s
 d e p e n d e n t   u p o n   t h e   s u c c e s s f u l   t r a n s f o r m a t i o n   o f   p l a n t   c e l l ( s )   a t   t h e   s i t e   o f w o u n d i n g   w i t h
 b a c t e r i a l r  o l  g e n e s .     A l t h o u g h   t h e   t r a n s f o r m a t i o n   m e c h a n i s m   i s   a n a l o g o u s   t o A .
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 t u m e f a c i e n s m e d i a t e d   t r a n s f o r m a t i o n , A .   r h i z o g e n e s l e a d s   t o   a d v e n t i t i o u s   r o o t   f o r m a t i o n
 r a t h e r   t h a n   t h e   f o r m a t i o n   o f   u n d i f f e r e n t i a t e d   c e l l s   a t   t h e   w o u n d   s i t e   ( r e v i   w   d   i n   N i l s s o n
 a n d   O l s s o n ,   1 9 9 7 ) .     R i   ( r o o t   i n d u c i n g )   p l a s m i d s   t r a n s f e r   a   t r a n s f e r   D N A   ( T - D N A )   r e g i o n
 o f   s e v e r a l   h u n d r e d   b a s e   p a i r s ,   w h i c h   c o n t a i n s r  o l  g e n e s A - D ,   i n t o   t h e   h o s t   g e n o m e .   T h e
 T  - D N A   r e g i o n   m a y   c o n t a i n   a u x i n   b i o s y n t h e s i s   g e n e s   a s   w e l l ,   b u t   i t a l w a y s   h a r b o r s r  o l
 g e n e s   t h a t   l e a d   t o   i n c r e a s e d   s e n s i t i v i t y   o f   t h e   p l a n t   t i s s u e   t o   e n d o g e n o u s   a u x i n   ( H a n s e n   e t
 a l . ,   1 9 9 1 ) .     E x p r e s s i o n   o f   t h e r o l  B  g e n e   i n   p a r t i c u l a r   i s   w h a t   c a u s e s   i n c r e a s e d   l o c a l i z e d
 s e n s i t i v i t y   t o   e n d o g e n o u s   a u x i n ,   w h i c h   i s   e s s e n t i a l   f o r   h a i r y   r o o t   f o r m a t i o n .
 C o n s e q u e n t l y , r o l  B  m u t a n t   s t r a i n s   o f A .   r h i z o g e n e s d o   n o t   l e a d   t o   a d v e n t i t i o u s   r o o t
 f o r m a t i o n   ( W h i t e   e t   a l . ,   1 9 8 5 ) .     T h e s e   o n c o g e n e s   l e a d   t o   n e o p l a s t i c   o u t g r o w t h s   ( e . g . ,
 a d v e n t i t i o u s   r o o t   g r o w t h ) ,   a n d   l e a d   t o   o p i n e   p r o d u c t i o n   a n d   s e c r e t i o n .     T h e   m o t i v e   f o r
 t h i s   i s   t o   p r o v i d e   a   g r o w t h   s u b s t r a t e   ( o p i n e s )   f o r   b a c t e r i a   s t i l l   p r e s e n t   i n   t h e   s o i l   a n d   t o
 t h u s   g i v e A .   r h i z o g e n e s a   c o m p e t i t i v e   a d v a n t a g e   o v e r   o t h e r   s p e c i e s   o f   b a c t e r i a   ( r e v i e w e d
 i n   N i l s s o n   a n d   O l s s o n ,   1 9 9 7 ) .     T h e   T - D N A   r e g i o n  c a n   b e   e n g i n e e r e d   t o   c a r r y   c o n s t r u c t s
 t o   k n o c k   d o w n   o r   o v e r   e x p r e s s   n a t i v e   p l a n t   g e n e s ,   o r   t o   i n t r o d u c e   n o v e l   f o r e i g n   g e n e s .
 G i v e n   t h a t   h a i r y   r o o t   f o r m a t i o n   d e p e n d s   u p o n   t h e   s u c c e s s f u l   t r a n s f e r   o f   t h e   T - D N A
 r e g i o n   a n d r  o l  g e n e s   f r o m   b a c t e r i a   t o   p l a n t   h o s t ,   t h e   r e l a t i v e   p r o p o r t i o n   o f   t r a n s f o r m e d
 t i s s u e   i s   g r e a t e r   c o m p a r e d   t o A .   t u m e f a c i e n s m e d i a t e d   t r a n s f o r m a t i o n   s i n c e   t r a n s f o r m e d
 c e l l s   d i f f e r e n t i a t e   i n t o   a d v e n t i t i o u s   r o o t s .     I t   i s   i m p o r t a n t   t o   n o t e   h o w e v e r ,   t h a t   n o t   a l l
 h a i r y   r o o t s   a r e   t r a n s f o r m e d   b e c a u s e c h a n g e d   l e v e l s   o f   l o c a l   p h y t o h o r m o n e s   c a n   a l s o
 i n d u c e   c e l l   d i f f e r e n t i a t i o n   i n t o   r o o t   t i s s u e .
 S i n c e   h a i r y   r o o t s   a r e   n e o p l a s t i c   a n d   a d v e n t i t i o u s   i n   n a t u r e   ( i . e .   t h e y   a r e   n o t   p l a n t
 r o o t s   i n   t h e   t r a d i t i o n a l   s e n s e ) ,   i t   m i g h t   b e   a n t i c i p a t e d   t h a t   t h e i r   a n a t o m y   a n d   s u b e r i n
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 d e p o s i t i o n   m i g h t   b e   a f f e c t e d .     E v e n   t h o u g h   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   h a v e   b e e n   e s t a b l i s h e d   f o r
 m o r e   t h a n   1 0 0   s p e c i e s ,   t h e i r   a n a t o m y   a n d   r o o t   c e l l   w a l l   c h e m i s t r y   h a s   n o t   b e e n s t u d i e d
 ( C a n t o - C a n c h e   a n d   L o y o l a - V a r g a s ,   1 9 9 9 ) . N o t a b l y ,   i n  C a l i f o r n i a   ( E s c h s c h o l z i a
 c a l i f o r n i c a  C h a m . )   a n d   o p i u m   ( P a p a v e r s o m n i f e r u m L . )  p o p p i e s  ( P a r k   a n d F a c c h i n i ,
 2 0 0 0 ) ,  a n d   t o m a t o   ( S o l a n u m   l y c o p e r s i c u m L .  )  ( P e r e s   e t   a l . ,   2 0 0 1 ) ,   d i f f e r e n c e s   i n   c e l l
 a r r a n g e m e n t a n d   s t r u c t u r e   b e t w e e n   W T a n d   t r a n s g e n i c   r o o t s   h a v e   s o m e t i m e s   b e e n  n o t e d .
 I n   p a r t i c u l a r ,   p o p p y   h a i r y   r o o t s   h a d   a   l o o s e   c o r t i c a l   a r r a n g e m e n t   a n d   m a n y   r o o t   h a i r s ,
 w h e r e a s   t o m a t o   h a i r y   r o o t s   h a d   a   h i g h e r   n u m b e r   o f   v a s c u l a r   b u n d l e s   a n d   c o r t i c a l   c e l l s .
 T h i s   s u g g e s t s   t h a t   h a i r y   r o o t s   d i f f e r   b e t w e e n   s p e c i e s .     T h u s ,   i t   b e c o m e s i m p e r a t i v e   t o
 s t u d y   t h e   a n a t o m y   a n d   c h e m i s t r y   o f   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   o f   t h e   s p e c i e s   o n e   i s   w o r k i n g   w i t h
 t o   u n d e r s t a n d   t h e   i m p a c t   t h o s e   d i f f e r e n c e s   m a y   h a v e   o n   f u t u r e   s t u d i e s   i n v o l v i n g   t h e i r   u s e .
 S o y b e a n h a i r y   r o o t s   c a n   b e   i n d u c e d   a n d   c u l t u r e d i n   t h e   l a b   ( C h o   e t   a l . ,   2 0 0 0 ) .
 I n d u c t i o n   o f   h a i r y   r o o t s   i n v o l v e s   w o u n d i n g   p l a n t   m a t e r i a l ,   g e n e r a l l y   c o t y l e d o n s ,
 h y p o c o t y l s ,   s t e m s   o r   y o u n g   l e a v e s ,   a n d   s i m u l t a n e o u s l y   i n f e c t i n g   i t   w i t h   a n   a p p r o p r i a t e l y
 e n g i n e e r e d A .   r h i z o g e n e s   t r a i n .     U s u a l l y   w i t h i n   a   f e w w e e k s   a d v e n t i t i o u s   r o o t   g r o w t h
 b e g i n s   a n d   s m a l l   r o o t s   a p p e a r   a t   t h e   s i t e   o f   i n o c u l a t i o n .   O n c e   s u f f i c i e n t l y   l a r g e ,   t h e s e
 r o o t s   c a n   b e   c u l t u r e d   i n   s o l i d   o r   l i q u i d   n u t r i e n t   r i c h   m e d i a .     A d d i t i o n a l l y ,   h a i r y   r o o t
 s t a b i l i t y   a n d   e a s e   o f   r e g e n e r a t i o n   i s   w h a t   i s   m o s t   a p p e a l i n g   t o   p l a n t   b i o l o g i s t s .     S h i h   e t   a l .
 ( 2 0 0 9 )   h a v e   f o u n d   t h a t N i c o t i a n a   b e n t h a m i a n a D o m i n .  h a i r y   r o o t s   r e t a i n   m o r p h o l o g i c a l
 s t a b i l i t y   i n  c u l t u r e   m e d i u m a n d   t h u s   c a n   b e   c u l t u r e d   r e l a t i v e l y   e a s i l y   a n d   i n d e f i n i t e l y .
 T h u s ,   s t u d y i n g   p l a n t   r o o t   i n f e c t i o n s  m a y  b e   m a d e   s i m p l e r   a n d   m o r e   e f f i c i e n t   b y   u s i n g   a
 s y s t e m t h a t  h a s   a   f a s t   g r o w t h   r a t e ,   i s   s t a b l e   a n d   c a n   b e   v i e w e d   o n   a   p e t r i   p l a t e o r   i n   a
 f l a s k .
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 H a i r y   r o o t s   h a v e   b e e n   u s e d   t o   s t u d y a   w i d e   v a r i e t y   o f   p l a n t   b i o l o g y   t o p i c s
 i n c l u d i n g  s p e c i f i c   g e n e   e x p r e s s i o n   ( D i o u f   e t   a l . ,  1 9 9 5 ,   K o u c h i   e t   a l . ,  1 9 9 9 ) ,  a n d  r o o t
 n o d u l e   d e v e l o p m e n t   ( D o y l e   e t   a l . ,  2 0 0 3 ,   H a y a s h i   e t   a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e y   h a v e   a l s o   b e e n   u s e d
 t o   s t u d y   t h e i n t e r a c t i o n s   b e t w e e n   p a t h o g e n s   a n d   p l a n t   r o o t s   w i t h   m u c h s u c c e s s .     F o r
 i n s t a n c e ,   s u c h   a n   a p p r o a c h   h a s   b e e n   u s e d   t o   s t u d y   t h e F u s a r i u m   s o l a n i ( M a r t . )   S a c c .  -
 s o y b e a n   ( L o z o v a y a   e t   a l . , 2 0 0 4 )   a n d F u s a r i u m o x y s p o r u m S c h l e c h t . -  t o m a t o   ( M a n d a l   a n d
 M i t r a ,   2 0 0 8 )   p a t h o s y s t e m s ,   s u g g e s t i n g   t h a t   h a i r y   r o o t s   c a n   b e   u s e d   a s   a   m o d e l   s y s t e m   t o
 s t u d y   p l a n t   r o o t   a n d   p a t h o g e n   i n t e r a c t i o n s . F o r   i n s t a n c e ,   i s o f l a v o n o i d   a c c u m u l a t i o n ,   i n
 p a r t i c u l a r ,   g l y c e o l l i n   a n d   c o u m e s t r o l   s y n t h e s i s   w a s   m e a s u r e d   u s i n g   h i g h   p e r f o r m a n c e
 l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y   i n   t w o   d i f f e r e n t   c u l t i v a r s   o f   s o y b e a n   a f t e r   b e i n g   i n o c u l a t e d   w i t h
 F .   o x y s p o r u m a n d  r e s u l t s   w e r e c o m p a r e d   t o   u n - i n o c u l a t e d c o n t r o l s (  L o z o v a y a   e t   a l . ,
 2 0 0 4 ) .
 1 . 1 0  R a t i o n a l e :   w h y   h a i r y   r o o t s ?
 S i n c e P h y t o p h t h o r a   s o j a e i s   a   r o o t   p a t h o g e n   a n d A .  r h i  z o g e n e s t r a n s f o r m a t i o n
 l e a d s   t o   t h e   h a i r y   r o o t   p h e n o t y p e ,   i t   s e e m s   t h a t   u s i n g   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   t o   s t u d y   t h e   r o l e
 o f   s u b e r i n   i n   t h e P .   s o j a e - s o y b e a n   p a t h o s y s t e m   i s   a n   e x c e l l e n t   o p t i o n .     U s i n g   t h i s
 t r a n s f o r m a t i o n   s y s t e m ,   s u b e r i n   l e v e l s   i n   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   c o u l d   b e   m a n i p u l a t e d   u s i n g
 a p p r o p r i a t e   c o n s t r u c t s   t o   a l t e r   t h e   e x p r e s s i o n   o f   ( f o r   e x a m p l e ) G m F  AÉ  H  g e n e s .     T h i s c a n
 f u r t h e r   a l l o w   t e s t i n g   o f   t h e h y p o t h e s i s t h a t   s u b e r i n   p l a y s   a   v i t a l   r o l e   i n   t h e   h i n d r a n c e   o f
 p a t h o g e n   g r o w t h   w i t h i n   s o y b e a n   r o o t s .     G e n e r a t i n g   a   w h o l e   p l a n t   f r o m   u n d i f f e r e n t i a t e d
 c e l l s   a n d   c e l l s   t h a t   m a y   o r   m a y   n o t   b e   t r a n s f o r m e d   c a n   t a k e   s e v e r a l   w e e k s   i f   n o t   m o n t h s .
 H o w e v e r ,   t r a n s f o r m e d   h a i r y   r o o t s   c a n   b e   g e n e r a t e d   w i t h i n   a   f e w   w e e k s   a n d   s i n c e   t h i s
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 p a t h o g e n   p r e f e r e n t i a l l y   a t t a c k s   r o o t s ,   a   w h o l e   p l a n t   n e e d   n o t   b e   g e n e r a t e d .     F u r t h e r m o r e ,
 a s   m e n t i o n e d   e a r l i e r ,   t h e   a l i p h a t i c   d o m a i n   o f   s u b e r i n   i s   c l o s e l y   c o r r e l a t e d   w i t h   i n c r e a s e d
 p a r t i a l   r e s i s t a n c e i n   s o y b e a n   r o o t s .     T h e r e f o r e ,   i t   b e c o m e s   i m p e r a t i v e   t o   d e t e r m i n e
 w h e t h e r   o r   n o t   t h e   d e p o s i t i o n   o f   s u b e r i n   i n   h a i r y   r o o t s   m i m i c s   t h a t   o f   W T   r o o t s .     F o r   t h i s
 r e a s o n ,   h a i r y   r o o t s   m u s t   b e   i n v e s t i g a t e d   m o r e   c a r e f u l l y   b e f o r e   t h e y   c a n   b e   a d o p t e d   a s   a
 m o d e l   t o   s t u d y   t h e   r o l e   o f   s u b e r i n   i n   s o y b e a n   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o P .   s o j a e ,   a n d   t h i s   l e a d s
 i n t o   m y   t h e s i s   o b j e c t i v e s .
 1 . 1 1  O b j e c t i v e s
 1 .  E s t a b l i s h   s o y b e a n   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   f r o m   s o y b e a n   c u l t i v a r s   C o n r a d   a n d   O X 7 6 0 -
 6 .
 2 .  C o n f i r m   t h a t   e s t a b l i s h e d   h a i r y   r o o t s   a r e   o f A .   r h i z o g e n e s  o r i g i n   b y   i n v e s t i g a t i n g
 t h e   e x p r e s s i o n   o f   t h e r o l  B  g e n e   u s i n g   P C R .
 3 .  S t u d y   t h e   a n a t o m y   a n d   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   p a t t e r n   i n   e s t a b l i s h e d   h a i r y   r o o t
 c u l t u r e s   u s i n g   h i s t o c h e m i c a l   t e c h n i q u e s .
 4 .  C h a r a c t e r i z e t h e   a l i p h a t i c   s u b e r i n   ( q u a n t i t a t i v e l y   a n d   q u a l i t a t i v e l y ) i n  s o y b e a n
 h a i r y   r o o t s .
 5 .  I n v e s t i g a t e   t h e   i n f e c t i o n   p r o g r e s s / p r o c e s s   o f P h y t o p h t h o r a s o j a e i n  s o y b e a n   h a i r y
 r o o t s   a n d   c o m p a r e   t o   W T   r o o t s .
 B y   f u l f i l l i n g   t h e s e   o b j e c t i v e s ,   I   h o p e   t o   g a i n   a   c l e a r   p i c t u r e   o f   t h e   a n a t o m i c a l ,   c h e m i c a l
 a n d   f u n c t i o n a l   s i m i l a r i t y   o f   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   t o   W T   r o o t s ,   t h u s   e s t a b l i s h   t h e i r   u s e   a s   a
 t o o l   t o   i n v e s t i g a t e   t h e   r o l e   o f   s u b e r i n   i n   t h e P .   s o j a e - s o y b e a n   p a t h o s y s t e m .
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 C H A P T E R   2 :   M A T E R I A L S   A N D   M E T H O D S
 2 . 1  P l a n t   m a t e r i a l s
 S e e d s   o f G l y c i n e   m a x c u l t i v a r   C o n r a d   a n d   l i n e   O X 7 6 0 - 6   f r o m   f i e l d   g r o w n   p l a n t s
 ( y e a r   o f   c u l t i v a t i o n -  2 0 0 6 )  w e r e   o b t a i n e d   f r o m   A g r i c u l t u r e   a n d   A g r i - F o o d   C a n a d a
 ( L o n d o n ,   O n t a r i o ) .     S e e d s   w e r e   s u r f a c e   s t e r i l i z e d   i n   2 0 % ( v / v )  c o m m e r c i a l   b l e a c h   ( J a v e x
 b l e a c h ,   C l o r o x   C o . ,   B r a m p t o n , O n t a r i o ,   C a n a d a )   f o r   2 0   m i n u t e s   a n d   r i n s e d   s e v e r a l   t i m e s
 w i t h   s t e r i l e   w a t e r .     S u r f a c e   s t e r i l i z e d   s e e d s   w e r e   t h e n   p l a c e d   u p o n   f i l t e r   p a p e r   m o i s t e n e d
 w i t h   s t e r i l e   w a t e r i n   p e t r i   d i s h e s .     P e t r i   d i s h e s   w e r e   s e a l e d   u s i n g   p a r a f i l m   a n d   p l a c e d   i n   a
 2 5 ° C   i n c u b a t o r   a t   1 6 : 8   h o u r ( l i g h t : d a r k )  p h o t o p e r i o d .     O n c e   t h e   c o t y l e d o n s   e m e r g e d   t h e y
 w e r e  e x c i s e d   a n d u s e d   t o   g e n e r a t e   h a i r y   r o o t s   a s   d e s c r i b e d   b e l o w .
 2 . 2  A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s
 A g r o b a c t e r i u m r h i z o g e n e s s t r a i n   L B A 9 4 0 2 ,   a   g i f t   f r o m   D r .   P a t r i c k   C o v e l l o
 ( N a t i o n a l   R e s e a c h   C o u n c i l   C a n a d a )   w a s   u s e d   t o   g e n e r a t e   h a i r y   r o o t s . S t o c k   c u l t u r e s
 w e r e  m a i n t a i n e d   o n   y e a s t   m a n n i t o l   a g a r   ( Y M A )   m e d i u m   ( 4   m M   K
 2 H P O 4 ,   0 . 8   m M
 M g S O
 4 ,   1 . 7   m M   N a C l ,   5 4 . 8   m M   m a n n i t o l ,   0 . 4   g   y e a s t   e x t r a c t ,   a n d   1 5   g   a g a r ,   a d j u s t e d   t o
 p H   7  w i t h   1  M   N a O H )  a t   4 ° C   i n   t h e   d a r k .
 2 . 3  G e n e r a t i o n   o f   h a i r y   r o o t s
 H a i r y   r o o t s   w e r e   g e n e r a t e d u s i n g   a   p r o t o c o l   d e v e l o p e d   b y   C h o   e t   a l .   ( 2 0 0 0 ) ,   w i t h
 s l i g h t   m o d i f i c a t i o n s .     B r i e f l y ,   s o y b e a n   c o t y l e d o n s   w e r e   i n o c u l a t e d   w i t h A .   r   i z o g e n e s o n
 t h e   a b a x i a l   s i d e   b y   w o u n d i n g   t h e   m a j o r   v e i n   u s i n g   a   s c a l p e l ,   w h e r e   t h e   s c a l p e l   t i p   w a s
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 c o a t e d   w i t h A .   r h i z o g e n e s c o l o n i e s f r o m   c u l t u r e s   t h a t h a d   b e e n   g r o w n   o v e r n i g h t   o n   Y M A
 m e d i u m a t   3 0 ° C  .     I n o c u l a t e d   e x p l a n t s   w e r e   p l a c e d   o n a  s o l i d  ( 0 . 8 %  w / v  )   a g a r   m e d i u m
 c o n t a i n i n g   M S   ( M u r a s h i g e - S k o o g )   s a l t s ( 4 . 4  g  L  - 1 ) ,   s u c r o s e   ( 3 % w / v  )   a n d   c e f o t a x i m e
 ( 5 0 0   m g   L - 1 ) ,   a d j u s t e d   t o   p H 5 . 7 - 5 . 8  w i t h  1  M  N a O H .     T h e   a n t i b i o t i c   i s   u s e d   t o   p r e v e n t
 t h e   g r o w t h   o f A .   r h i z o g e n e s a n y w h e r e   b u t   t h e   s i t e   o f   i n o c u l a t i o n .     T h e   p l a t e s   w i t h
 i n o c u l a t e d   e x p l a n t s   w e r e   p l a c e d   i n   a n   i n c u b a t o r 1 6 : 8   h o u r ( l i g h t : d a r k )  p h o t o p e r i o d ,
 2 5 ° C ) .
 2 . 4  M a i n t e n a n c e   o f   h a i r y   r o o t s
 O n c e   h a i r y   r o o t s   e m e r g e d   ( a p p r o x i m a t e l y   2 w e e k s ) ,   a n d   w e r e   4 - 5  c m   i n   l e n g t h
 t h e y   w e r e   e x c i s e d   f r o m   t h e   p a r e n t   e x p l a n t s   a n d   p l a c e d   o n   s o l i d   M S   m e d i u m   ( s a m e   a s
 a b o v e w i t h   s a m e   c o n c e n t r a t i o n   o f   c e f o t a x i m e ) .  O n c e   h a i r y   r o o t s w e r e  f r e e   o f   b a c t e r i a l
 g r o w t h ,   t h e y  w e r e   p l a t e d   o n   M S   m e d i u m  w i t h o u t   a n t i b i o t i c .     P l a t e s   w i t h   h a i r y   r o o t s   w e r e
 p l a c e d   i n   a n   i n c u b a t o r   a t   2 5 ° C   a n d   1 6 : 8   h o u r ( l i g h t : d a r k )  p h o t o p e r i o d .  T h e   f i r s t   4 - 5   c m
 o f   r o o t   w a s   s u b c u l t u r e d   e v e r y   f e w   w e e k s   o n t o   a   f r e s h   p l a t e   o f   M S   m e d i u m   a n d   i n c u b a t e d
 a s   d e s c r i b e d   a b o v e   t o   p r o p a g a t e   a n d   m a i n t a i n   t h e   h a i r y   r o o t   c u l t u r e .
 2 . 5  P C R   a n d  r o l  B  g e n e
 I n   o r d e r   t o   c o n f i r m   t h e   o r i g i n   o f   a d v e n t i t i o u s   r o o t   g r o w t h ,   t h e r  o l  B  g e n e   w a s
 a m p l i f i e d   f r o m   g e n o m i c   D N A   o b t a i n e d   f r o m   e s t a b l i s h e d   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   u s i n g
 p o l y m e r a s e   c h a i n   r e a c t i o n .   G e n o m i c   D N A   w a s   e x t r a c t e d   f r o m   h a i r y   a n d   W T   r o o t s   f r o m
 b o t h   C o n r a d   a n d   O X 7 6 0 -  6   u s i n g a   m o d i f i e d   C T A B ( C e t y l t r i m e t h y l   A m m o n i u m
 B r o m i d e )   p r o c e d u r e  o f  K a n g   a n d   Y a n g   ( 2 0 0 4 ) .     B r i e f l y , f r o z e n  h a i r y   r o o t s   w e r e   g r o u n d
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 i n   l i q u i d   N
 2  u s i n g   a   s t e r i l e   m o r t a r   a n d   p e s t l e   a n d   a p p r o x i m a t e l y   2 0 0   m g   o f   g r o u n d   t i s s u e
 w a s   r e - s u s p e n d e d   i n   6 0 0   µ  L   o f   p r e - h e a t e d ( 6 5 ° C )  C T A B   b u f f e r   ( 1 . 4 M   N a C l ,   1 0 0 m M
 T r i s - H C l   p H   8 . 0 , 2 0  m M   E D T A   p H   8 . 0 ,   2 %   C T A B )   a l o n g   w i t h   0 . 2 %   v / v†  -
 m e r c a p t o e t h a n o l   a n d   2   µ L   o f   R N a s e   A a n d  i n c u b a t e d   a t   6 5 ° C   f o r   1   h o u r .     T o   t h i s
 s u s p e n s i o n ,  6 0 0   µ  L   o f   C h l o r o f o r m : I s o a m y l a l c o h o l   ( 2 4 : 1 )   w a s   a d d e d   a n d   v o r t e x t e d   b e f o r e
 c e n t r i f u g a t i o n   a t   1 3 ,   0 0 0   r p m   f o r   1 2   m i n u t e s .  T h e   r e s u l t i n g   s u p e r n a t a n t   w a s   t r a n s f e r r e d
 t o   a   f r e s h m i c r o c e n t r o f u g e t u b e   a n d   0 . 7   v o l u m e s   o f   i s o p r o p a n o l   w e r e   a d d e d ;   t h i s   s o l u t i o n
 w a s   m i x e d   b y   i n v e r t i n g   t h e   t u b e . T h e   s a m p l e   w a s   c o o l e d   a t   4 ° C   f o r   3 0   m i n u t e s   a n d
 c e n t r i f u g e d   a g a i n   a t   1 3 ,   0 0 0   r p m   f o r 2 0   m i n u t e s   a t   4 ° C .  T h e   s u p e r n a t a n t o b t a i n e d a f t e r
 c e n t r i f u g a t i o n   w a s   d i s c a r d e d   a n d   t h e   p e l l e t   w a s   w a s h e d   w i t h   7 0 %   e t h a n o l   a n d   c e n t r i f u g e d
 a g a i n   a t   1 3 ,   0 0 0   r p m   t o c o l l e c t  t h e   p e l l e t .     E t h a n o l   w a s r e m o v e d   c o m p l e t e l y   u s i n g   a n
 a s p i r a t o r   a n d t h e  p e l l e t   w a s   r e - s u s p e n d e d   i n   3 0 - 5 0   µ  L   o f   M i l l i  - Q fi   H
 2 O .
 T h e  r o l  B  g e n e w a s   a m p l i f i e d   u s i n g   p r i m e r s d e s c r i b e d  b y  Z e b a r j a d i   e t   a l .   ( 2 0 1 1 ) ,
 F : 5 2 G C T C T T G C A G T G C T A G A T T T 3 2 a n d   R : 5 2 G A A G G T G C A G C T A C C T C T C 3 2 .     A
 4 3 0   b p   f r a g m e n t   w a s   a m p l i f i e d . G e n o m i c   D N A   f r o m   h a i r y   a n d   W T   r o o t s   f r o m b o t h
 c u l t i v a r s   w a s   u s e d   ( W T   r o o t s =  n e g a t i v e   c o n t r o l ) .     P C R   w a s   a l s o   r u n   s i n g   a w h o l e
 b a c t e r i a l   p r e p a r a t i o n   a s   a   p o s i t i v e   c o n t r o l .     T h e   2 5   µ  L   P C R   r e a c t i o n   m i x t u r e   i n c l u d e d   1
 µ  L   M g C l
 2  ( 5 0  m M ) ,   2 . 5   µ  L   1 0   X   P C R   b u f f e r ,   1  µ  L   d N T P   m i x t u r e   ( 1 0 0   m M ) ,   0 . 3   µ  L   T a q
 ( 5 0 0  U ) ,   1 0 0   n g   o f   g e n o m i c   D N A   o r   5 µ  L   o f   w h o l e   b a c t e r i a l   p r e p a r a t i o n   a n d   b r o u g h t   u p
 t o   v o l u m e   w i t h   M i l l i - Q fi   H
 2 O .     T h e   e n z y m e   a n d   p r i m e r s   w e r e   o b t a i n e d   f r o m   F e r m e n t a s .
 T h e   P C R   r e a c t i o n   w a s   c o n d u c t e d   a t   a n   i n i t i a l   d e n a t u r a t i o n   t e m p e r a t u r e   o f   9 4 ° C   f o r   4
 m i n u t e s f o l l o w e d   b y  3 5   c y c l e s   o f   9 4 ° C   f o r   3 0   s ,   5 5 ° C   f o r   4 5   s ,   7 2 ° C   f o r   4 5   s .     T h e
 a n n e a l i n g   t e m p e r a t u r e   w a s   5 5 ° C   a n d   f i n a l   e x t e n s i o n   w a s   d o n e   a t   7 2 ° C   f o r   1 0   m i n u t e s .
 2 0
 T h e   P C R   p r o d u c t s o b t a i n e d w e r e   r u n   o n   a   1 . 0 %   a g a r o s e   g e l ( a p p l y i n g   a   v o l t a g e   o f   1 0 0 V )
 a n d  s t a i n e d   w i t h   e t h i d i u m   b r o m i d e .     G e l s   w e r e   v i s u a l i z e d   o n   a   B i o - R a d   G e l   D o c
 ( U n i v e r s a l   H o o d   I I ,   S 7 6 S / 0 1 5 1 1 ) .
 A   r e l a t i v e l y   e a s y   m e t h o d   o f   d e t e r m i n i n g   w h e t h e r   o r   n o t   r o o t s   o b t a i n e d   w e r e
 t r a n s f o r m e d   w a s   a l s o   e m p l o y e d ,   w h i c h   a l l o w e d   v i s u a l   c o n f i r m a t i o n   o f   t r a n s f o r m a t i o n .
 I n   v i t r o   g r o w n   c o t y l e d o n s   ( o b t a i n e d   a s   d e s c r i b e d   a b o v e )   w e r e   d i v i d e d   i n t o   t w o   s u b -
 g r o u p s .     O n e   g r o u p   w a s   m o c k   i n o c u l a t e d   a s   d e s c r i b e d   a b o v e   u s i n g   a   s t e r i l e   s c a l p e l ,
 w h e r e a s ,   t h e   s e c o n d   g r o u p   w a s   i n o c u l a t e d   w i t h A .   r h i z o g e n e s c o l o n i e s .  A f t e r  1 0   d a y s   t h e
 p r e s e n c e   o r   a b s e n c e   o f   h a i r y   r o o t   f o r m a t i o n   w a s   n o t e d .
 2 . 6  H i s t o c h e m i c a l   a n a l y s i s
 I n   o r d e r   t o   v i e w   t h e   p a t t e r n   o f   s u b e r i z a t i o n   i n h a i r y   r o o t   t i s s u e , f l u o r e s c e n t   a n d
 n o n - f l u o r e s c e n t   d y e s   w e r e   e m p l o y e d .   F r e e - h a n d   c r o s s   s e c t i o n s   o f   h a i r y   r o o t s   f r o m   b o t h
 c u l t i v a r s   ( 1 2 - 1 4   c m   i n   l e n g t h )   w e r e   m a d e   a t   1 . 5 - 2   c m   i n t e r v a l s   a l o n g   t h e   l e n g t h   o f   t h e
 r o o t .  S e c t i o n s   w e r e v i e w e d   u s i n g   a Z e i s s   A x i o i m a g e r   Z 1   M i c r o s c o p e .   T h e   C a s p a r i a n
 b a n d   i n   t h e   e n d o d e r m i s   w a s   d e t e c t e d   u s i n g N e u t r a l   R e d   ( N R ;   S i g m a - A l d r i c h  )   a n d
 T o l u i d i n e   B l u e   ( T B O ;   S i g m a -  A l d r i c h  )   a c c o r d i n g   t o   L u l a i   a n d   M o r g a n   ( 1 9 9 2 ) .       B r i e f l y ,
 f r e e   h a n d   c r o s s   s e c t i o n s   w e r e   s t a i n e d   w i t h   f r e s h   T B O   ( 0 . 0 5 %   i n   0 . 1   M   a c e t a t e   b u f f e r   p H
 4 . 4 )   f o r   1   m i n u t e   f o l l o w e d   b y   s t a i n i n g   w i t h   0 . 1 % n e u t r a l   r e d   ( i n   0 . 0 1   M   p h o s p h a t e   b u f f e r
 p H   6 . 5 )  f o r   3 0   s .     S t a i n e d   s e c t i o n s   w e r e   t h e n   r i n s e d   s e v e r a l   t i m e s   w i t h   w a t e r   a n d   m o u n t e d
 i n   w a t e r o n   s l i d e s .     S e c t i o n s   w e r e   v i e w e d   w i t h   b l u e   l i g h t   ( f i l t e r   s e t :   e x c i t e r   4 5 0 -   9     n m ,
 d i c h r o t i c   m i r r o r   5 1 0   n m ,   b a r r i e r   B P   5 1 5 - 5 6 5 ) ,  w h e r e i n s u b e r i n   i n   t h e C a s p a r i a n   b a n d
 f l u o r e s c e s  y e l l o w .     I m a g e s   w e r e   t a k e n   w i t h a n  A x i o C a m M R 3 .   S u b e r i n   l a m e l l a e   w e r e
 2 1
 v i e w e d   u s i n g   f l u o r o l   y e l l o w   ( F Y )   ( B r u n d r e t t   e t   a l . ,   1 9 9 1 ) . R o o t   c r o s s   s e c t i o n s   w e r e
 p l a c e d   i n   0 . 0 1 %   ( w / v )   F Y i n  p o l y e t h y l e n e -  g l y c o l -  9 0 %  g l y c e r o l  ( 1 : 1 )  f o r   1   h o u r .     T h e s e
 s e c t i o n s   w e r e   t h e n   r i n s e d   s e v e r a l   t i m e s   i n   f r e s h   c l e a n   w a t e r   a n d m o u n t e d   i n   7 5 %   g l y c e r o l
 a n d   v i e w e d   ( f i l t e r   s e t :   e x c i t e r   4 0 -  5 6 0   n m ,   d i c h r o t i c   m i r r o r   5 8 5   n m ,   b a r r i e r   B P   6 3 0 / 7 5 ) ;
 i m a g e s w e r e  t a k e n   w i t h a n  A x i o C a m M R 3 .  U n d e r   t h e s e   c o n d i t i o n s , c e l l   w a l l s  c o n t a i n i n g
 s u b e r i n   l a m e l l a e f l u o r e s c e   b r i g h t   y e l l o w .     F i n a l l y ,   n o n - l a m e l l a r   s u b e r i n w a s   d e t e c t e d
 u s i n g   S u d a n   R e d   V I I B   ( f a t   r e d ) .     R o o t   c r o s s - s e c t i o n s   w e r e   p l a c e d   i n   0 . 1 %   ( w / v )   f a t   r e d
 ( i n  1 : 1  p o l y e t h y l e n e   g l  y c o l - g l  y c e r o l )  f o r   2   h o u r s   ( B r u n d r e t t   e t   a l . ,   1 9 9 1 ) .     S e c t i o n s   w e r e
 r i n s e d   w i t h   c l e a n   w a t e r ,  m o u n t e d   i n   7 5 %   g l y c e r o l   a n d   v i e w e d   w i t h   b r i g h t   l i g h t ;   i m a g e s
 w e r e   t a k e n   w i t h a n  A x i o C a m I C c 1 .     S u b e r i z e d   c e l l   w a l l s   s t a i n   p i n k t o  r e d .
 2 . 7  G C -  M S   a n a l y s i s
 S u b e r i n   i s   a c e l l   w a l l   b i o p o l y m e r i c   n e t w o r k   a n d   i n   o r d e r   t o   q u a n t i f y   t h e   a m o u n t   o f
 i t   i n   p l a n t   t i s s u e ,   i t   h a s   t o   b e   d e p o l y m e r i z e d   i n t o   c o n s t i t u e n t m o n o m e r s .   B o t h   w h o l e   r o o t s
 a n d   i s o l a t e d   e p i d e r m a l   a n d   e n d o d e r m a l   t i s s u e s   w e r e   a n a l y z e d .
 F o r   w h o l e   r o o t s ,  h a i r y   r o o t s   f r o m b o t h   c u l t i v a r s   ( 1 2 - 1 4   c m )   w e r e   f r o z e n i n   l i q u i d   N
 2  a n d
 g r o u n d t o   a   p o w d e r u s i n g   a   m o r t a r   a n d   p e s t l e .
 T o   i s o l a t e   e p i d e r m a l   a n d   e n d o d e r m a l   t i s s u e s   t h r e e   r o o t s f r   m   t h r e e   s e p a r a t e
 i n o c u l a t i o n s   w e r e   u s e d , (  t h r e e   r o o t s   p e r   r e p l i c a t e ) ,   f o r   a   t o t a l   o f n i n e   r o o t s   f r o m   b o t h
 c u l t i v a r s .     R o o t s   t h a t   w e r e   1 2 - 1 4   c m   i n   l e n g t h   w e r e   s e p a r a t e d   i n t o   3   s e g m e n t s   0 - 4 ,   4 - 8
 a n d   8 - 1 2   c m .     A n y   l a t e r a l   b r a n c h i n g   w a s   r e m o v e d .     R o o t   c r o s s   s e c t i o n s   w e r e   m a d e   b e f o r e
 t h e   e p i d e r m i s   w a s   r e m o v e d ;   t h r e e   s e p a r a t e   d i a m e t e r   m e a s u r e m e n t s   w e r     m a d     t o   a c c o u n t
 2 2
 f o r   a n y   r o o t   s e c t i o n s   t h a t   w e r e   n o t   c o m p l e t e l y c y l i n d r i c a l .  T h i s   w a s   d o n e   s o   t h a t   t h e
 s u r f a c e   a r e a   o f   t h e   r o o t s   c o u l d   b e   c a l c u l a t e d   a n d   s u b e r i n   a m o u n t s   c o u l d   b e   e x p r e s s e d   a s   a
 p e r   m m 2  v a l u e .  T h e  e p i d e r m i s   w a s   t h e n   r e m o v e d   u s i n g   a   w i r e   s t   i p p e r .     R o o t s   w e r e
 p u l l e d   t h r o u g h   t h e   w i r e   s t r i p p e r ,  w h i c h   r e m o v e d   t h e   e p i d e r m i s   a n d   f e w   c o r t i c a l   c e l l s   a n d
 l e f t   b e h i n d   t h e   e n d o d e r m i s ,   s t e l e   a n d   a   f e w   c o r t i c a l   c e l l s .     O n c e   t h e   e p i d e r m i s   w a s
 r e m o v e d ,   i t   w a s   f r o z e n   i n   l i q u i d N
 2  a n d   g r o u n d   u s i n g   a   m o r t a r   n d   p e s t l e .     G r o u n d   t i s s u e
 w a s   p l a c e d   i n   a   c l e a n m i c r o c e n t r o f u g e t u b e   a n d k e p t  f r o z e n   a t - 8 0 ° C   u n t i l   e x t r a c t i o n .
 R o o t   c r o s s - s e c t i o n s   w e r e   m a d e   o f   t h e r   m a i n i n g e n d o d e r m a l   t i s s u e a n d   d i a m e t e r
 m e a s u r e m e n t s   w e r e   m a d e   a t t h r e e   d i f f e r e n t   l o c a t i o n s   a n d   r e c o r d e d .     T h e   e n d o d e r m a l
 t i s s u e   w a s   a l s o   f r o z e n a n d   g r o u n d a s  f o r  t h e   e p i d e r m i s   a n d   p l a c e d   i n   a   s e p a r a t e
 m i c r o c e n t r i f u g e t u b e .
 I n   o r d e r   t o   q u a n t i f y   t h e   a m o u n t   o f a l i p h a t i c  s u b e r i n ,   t h e g r o u n d   r o o t   t i s s u e   w a s
 f i r s t   e x t r a c t e d   i n   c h l o r o f o r m : m e t h a n o l u s i n g   a   s o x h l e t a p p a r a t u s ( M e y e r   e t   a l . ,   2 0 1 1 ) .
 B r i e f l y ,   f r o z e n   h a i r y   r o o t   t i s s u e   f r o m   b o t h   t i s s u e   l a y e r s   a n d   b o t h   c u l t i v a r s   w e r e   p l a c e d   i n
 c e l l u l o s e   t h i m b l e s   a n d   e x t r a c t e d   i n   a s o x h l e t   a p p a r a t u s i n   c h l o r o f o r m : m e t h a n o l   ( 2 : 1 )   f o r
 3 . 5   h o u r s .     T h e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   t h e   s o l u b l e   c o m p o n e n t s   w a s   r e m o v e d   a n d   s t o r e d   i n   a
 c l e a n r o u n d   b o t t o m   f l a s k ,  a n d   t h e   r e m a i n i n g   t i s s u e   w a s r e - e x t r a c t e d   f o r   3 . 5   h o u r s w i t h
 f r e s h  c h l o r o f o r m : m e t h a n o l   ( 2 : 1 ) .     T h i s   s o l u t i o n   w a s   a d d e d   t o   t h e o n e  p r e v i o u s l y   c o l l e c t e d
 a n d   t h e   t i s s u e   w a s   e x t r a c t e d   o n e   l a s t   t i m e   i n   1 0 0 %   c h l o r o f o r m   o v e r n i g h t .     T h e   n e x t   d a y
 t h e   t h i r d   a l i q u o t   w a s c o m b i n e d   w i t h   t h e   p r e v i o u s   s o l u b l e s ,   a n d   t h e e x t r a c t e d   t i s s u e   w a s
 r e m o v e d   f r o m   t h e   t h i m b l e s ,   w e i g h e d   a n d   s t o r e d   i n   5   m L s c r e w   c a p g l a s s   v i a l s .     T h e
 s o l u b l e c o m p o n e n t s w e r e  o b t a i n e d b y   d r y i n g   t h e c o m b i n e d c h l o r o f o r m : m e t h a n o l
 m i x t u r e s   u s i n g   a   r o t a r y   e v a p o r a t o r .     W h e n   a p p r o x i m a t e l y   1 - 2   m L   r e m a i n e d   i n   t h e   r o u n d
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 b o t t o m   f l a s k s ,   t h e   s o l u t i o n s   w e r e   r e m o v e d   u s i n g   a   g l a s s   p i p e t t e   a n d   p l a c e d   i n   p r e -
 w e i g h e d   c l e a n   5 m L   g l a s s s c r e w   c a p v i a l s .     R e m a i n i n g   c h l o r o f o r m : m e t h a n o l   w a s
 e v a p o r a t e d   u s i n g   a   s t e a d y   s t r e a m   o f   n i t r o g e n   a n d   t h e   m a s s   o f   w a x e s   w a s   f o u n d   b y
 w e i g h i n g   t h e   v i a l s   a g a i n .
 S u b e r i n   m o n o m e r s w e r e   o b t a i n e d   b y   u s i n g   a   m e t h a n o l i c - H C l   t r a n s e s t e r i f i c a t i o n
 p r o t o c o l   a c c o r d i n g   t o   M e y e r   e t   a l .   ( 2 0 1 1 ) . S a m p l e s   ( 1 - 3   m g   f o r   s e p a r a t e d   h a i r y   r o o t s   a n d
 a p p r o x i m a t e l y   6   m g   f o r   i n t a c t   h a i r y   r o o t s )   w e r e   i n c u b a t e d   w i t h   5 0 0   µ  L   o f   2   M   M e O H -
 H C l   ( S u p e l c o / S i g m a - A l d r i c h ;   3   N   d i l u t e d   t o   2 M   w i t h   d r y   m e t h a n o l )   a t   8 0 ° C   f o r   2   h o u r s .
 O n c e   s a m p l e s   w e r e   b r o u g h t   t o   r o o m   t e m p e r a t u r e ,   1   m L   s a t u r a t e d   s a l t   w a t e r   w a s   a d d e d   t o
 s t o p   t h e   r e a c t i o n   a f t e r   w h i c h   1 0   µ  L   o f   t r i a c o n t a n e   ( 1   m g   m L - 1 )   w a s   a d d e d   a s   a n   i n t e r n a l
 s t a n d a r d .     S a m p l e s   w e r e   e x t r a c t e d   t h r e e   t i m e s   w i t h   h e x a n e ;   0 . 5   m L   o f   h e x a n e   w a s   a d d e d
 a n d   t h e   v i a l   w a s   s e a l e d   a n d   s h a k e n v i g o r o u s l y ,   t h e   u p p e r   l a y e r   w a s   t h e n   r e m o v e d   i n t o   a
 c l e a n   s c r e w   c a p   g l a s s   v i a l   a n d   e x t r a c t i o n   w i t h   h e x a n e   w a s   d o n e   t w i c e   m o r e .     T h e   p o o l e d
 h e x a n e   s o l u b l e s   w e r e   d r i e d   u n d e r   a   s t e a d y   s t r e a m   o f   n i t r o g e n .     T o   t h e   d r i e d   s a m p l e s ,   5 0
 µ  L   o f   p y r i d i n e   a n d   5 0   µ  L   o f   9  9 %  B S T F A  +   1 %   T M S  ( N , O -
 b i s ( t r i m e t h i l s i l y l ) t r i f l u o r o a c e t a m i d e , S u p e l c o / S i g m a - A l d r i c h )  w e r e   a d d e d   a n d   i n c u b a t e d
 a t   7 0 ° C   f o r   4 0   m i n u t e s   t o   d e r i v a t i z e   r e m a i n i n g   h y d r o x y l   a n d   c a r b o x y l i c   a c i d   f u n c t i o n a l
 g r o u p s .     T h e   f i n a l   s a m p l e   w a s   t r a n s f e r r e d   t o   g l a s s   i n s e r t s i n   2   m L   g l a s s   s c r e w   c a p   v i a l s
 ( A g i l e n t ) .  C o n c e n t r a t i o n s   o f   e s t e r i f i e d   m o n o m e r s   a n d   a n y   T M S   d e r i v a t i v e s   w e r e
 a n a l y z e d   o n   V a r i a n   C P - 3 8 0 0   G a s   C h r o m a t o g r a p h   e q u i p p e d   w i t h   a   f l a m e   i o n i z a t i o n
 d e t e c t o r   ( G C / F I D )   a n d   a n   i o n   t r a p   m a s s   s p e c t r o m e t e r   ( G C / M S ) .     B o t h   t h e   F I D   a n d   m a s s
 s p e c t r o m e t e r   w e r e   c o n n e c t e d   t h r o u g h   s e p a r a t e   C P - S i l   5   C B   L o w   b l e e d   M S   c o l u m n s
 ( W C O T   s i l i c a   3 0   m   X   0 . 2 5   m ) .     O n e   µ  L   s a m p l e s   w e r e   i n j e c t e d   t o   b o t h   c o l u m n s ,   w i t h
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 i n j e c t o r   t e m p e r a t u r e   s e t   a t   2 5 0 ° C .     S a m p l e s   w e r e   e l u t e d   f r o m   t h e   c o l u m n   w i t h   t h e
 f o l l o w i n g   t e m p e r a t u r e   s e t t i n g s :   7 0 ° C   f o r   2   m i n ,   4 0 ° C / m i n   t o   2 0 0 ° C ,   h o l d   2   m i n ,   3 ° C / m i n
 t o   3 0 0 ° C ,   h o l d   9 . 4 2   m i n ,   t o t a l   5 0   m i n .     H i g h   p u r i t y   h e l i u m   w a s   u t i l i z e d   a s   t h e   c a r r i e r   a t   a
 f l o w   r a t e   o f   1   m L / m i n   ( Y a n g   a n d   B e r n a r d s ,   2 0 0 6 ) .     C o m p o u n d s   w e r e   f i r s t   i d e n t i f   e d
 u s i n g   E I - m a s s   s p e c t r a   a n d   q u a n t i f i e d   w i t h   G C / F I D   u s i n g   i n t e r n a l   s t a n d a r d   ( t r i a c o n t a n e )
 a n d   e x t e r n a l   c a l i b r a t i o n   c u r v e s   e s t a b l i s h e d   f r o m   s t a n d a r d s .
 2 . 8  H a i r y   r o o t    p a t h o g e n   i n t e r a c t i o n s
 T o   f o l l o w   t h e   i n f e c t i o n   p r o c e s s   i n   h a i r y   r o o t s   a n d   c o m p a r e   i t   t o   W T ,
 P h y t o p h t h o r a s o j a e r a c e   2   ( s t r a i n   P 6 4 9 7 )   c u l t u r e s   w e r e   o b t a i n e d   a s   a   g i f t   f r o m   D r .   M a r k
 G i j z e n   ( A g r i c u l t u r e   a n d   A g r i - F o o d   C a n a d a ,   L o n d o n ,   O n t a r i o ) .     T h e   o o m y c e t e   w a s
 m a i n t a i n e d   o n   2 6 %   V 8 - j u i c e   a g a r   ( 8 . 4   g   a g a r ,   1 . 6   g   C a C O
 3 ,   1 5 6  m L  V 8   j u i c e   [ C a m p b e l l
 S o u p   C o m p a n y ,   T o r o n t o ,   O n t a r i o ,   C a n a d a ] ,   a n d   4 4 0   m L   o f   H
 2 O )  f o r   5 - 7  d a y s   a f t e r   w h i c h
 z o o s p o r e   p r o d u c t i o n   w a s   i n d u c e d . T o   i s o l a t e   z o o s p o r e s , P .   s o j a e c u l t u r e s   w e r e   f l o o d e d
 o v e r n i g h t w i t h   s t e r i l e   d i s t i l l e d   w a t e r a t  r o o m   t e m p e r a t u r e .     T h e   n e x t   d a y   t h e   w a t e r w a s
 r e p l a c e d   w i t h   f r e s h   d i s t i l l e d   w a t e r   e v e r y   h a l f h o u r   f o r   5   h o u r s .     Z o o s p o r e   p r o d u c t i o n   w a s
 v i e w e d   u s i n g   a   m i c r o s c o p e a t   4 0 X   m a g n i f i c a t i o n a n d   w h e n   z o o s p o r e s   w e r e   d e t e c t e d   t h e
 w a t e r   w a s   d e c a n t e d   t o   a   s t e r i l e   b e a k e r   a n d   z o o s p o r e   c o n c e n t r a t i o n   w a s   d e t e r m i n e d   u s i n g
 0 . 1 %   w / v   a n i l i n e   b l u e   i n   l a c t o p h e n o l   ( 1 : 1 : 1   8 5 %   l a c t i c   a c i d ,   p h e n o l   a n d   w a t e r ) .     A   d r o p
 w a s   a d d e d   t o   1   m L   o f   t h e   z o o s p o r e   s u s p e n s i o n   a n d   c o n c e n t r a t i o n   w a s   c o u n t e d   u s i n g   a
 h e m o c y t o m e t e r .     T h e   z o o s p o r e   c o n c e n t r a t i o n   w a s   a d j u s t e d   t o   1   X   1 0 - 4  z o o s p o r e s   m L - 1
 w i t h   s t e r i l e   d i s t i l l e d   w a t e r .
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 H a i r y   r o o t s   w e r e   i n c u b a t e d   d i r e c t l y   i n   z o o s p o r e   s u s p e n s i o n   a t   r o o m   t e m p e r a t u r e f o r   2 ,   4
 a n d   2 2 h o u r s .     F r e e - h a n d   c r o s s - s e c t i o n s   w e r e   m a d e   1   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p   a n d   p r e p a r e d
 f o r   m i c r o s c o p y   u s i n g t h e  p r o t o c o l   d e s c r i b e d   b y   R a n a t h u n g e   e t   a l . ,   2 0 0 8 .     B r i e f l y ,   s e c t i o n s
 w e r e   c l e a r e d   u s i n g   1 0 %   K O H f o r   3 0   m i n  a n d   s t a i n e d   w i t h   2 %   t r y p a n   b l u e i n   d i s t i l l e d
 w a t e r   f o r   2 - 3   m i n  ( S i g m a - A l d r i c h )  a n d   d e - s t a i n e d   w i t h   a   s o l u t i o n   o f   1 : 1 : 1   o f   l a c t i c   a c i d ,
 g l y c e r o l   a n d   d i s t i l l e d   H
 2 O   f o r   4 - 5   m i n .     C r o s s   s e c t i o n s   w e r e   m o u n t e d   i n   7 5 %   g l y c e r o l
 a n d   v i e w e d   u n d e r   b r i g h t   l i g h t   u s i n g   t h e   m i c r o s c o p e   d e s c r i b e d   i n   2 . 6   a n d   i m a g e s   w e r e
 t a k e n   u s i n g A x i o C a m I C c 1 .
 2 . 9  S t a t i s t i c a l   a n a l y s i s
 S t u d e n t  s   t - t e s t   w a s   u s e d   t o   c o m p a r e   m e a n   a m o u n t   o f   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   o f
 i n t a c t   h a i r y   r o o t s   f r o m   b o t h   c u l t i v a r s .     A n a l y s i s   o f   V a r i a n c e   ( A N O V A )   w a s   d o n e   t o
 c o m p a r e   m e a n   a m o u n t   o f   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   o f   i s o l a t e d     t i s s u e s   f r o m   b o t h
 c u l t i v a r s .  A N O V A  w a s   a l s o   d o n e   t o   c o m p a r e   m e a n   a m o u n t   o f   s u b e r i n   m o n o   e r s
 d i s t r i b u t e d   b y   c h a i n   l e n g t h   i n   i n t a c t   h a i r y   r o o t s   o f   b o t h   c u l t i v a r s   a n d   m e a n   s o l u b l e
 w a x e s   o f   i s o l a t e d   t i s s u e s   f r o m b o t h   c u l t i v a r s .     I n   t h e   c a s e   o f   s i g n i f i c a n t   d i f f e r e n c e
 d e n o t e d   b y   A N O V A ,   t u k e y  s   p o s t   h o c   t e s t   w a s   u s e d   t o   d e t e c t   w h e r e   d i f f e r e n c e s   l i e .
 A l l   a n a l y s i s   w a s   d o n e   u s i n g   S i g m a S t a t fi   3 . 5 .
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 C H A P T E R   3 :   R E S U L T S   A N D   D I S C U S S I O N
 3 . 1  H a i r y   r o o t   g e n e r a t i o n
 H a i r y   r o o t s   f r o m   t w o s o y b e a n c u l t i v a r s ,   O X 7 6 0 - 6   a n d   C o n r a d ,  w e r e   g e n e r a t e d   i n
 t h e   l a b   u s i n g   a   m o d i f i e d p r o t o c o l   o f   C h o   e t   a l .   ( 2 0 0 0 ) .     W h e n   c o t y l e d o n s   w e r e   i n o c u l a t e d
 w i t h  A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s ,  ( s t r a i n   L B A 9 4 0 2 ) ,  t i s s u e s   s u r r o u n d i n g t h e  s i t e   o f
 i n o c u l a t i o n   b e c a m e   n e c r o t i c w i t h i n   a   c o u p l e   o f   d a y s   a n d   a p p r o x i m a t e l y   o n e   w e e k   p o s t
 i n o c u l a t i o n ( p i ) ,   c a l l u s   g r o w t h   a p p e a r e d   ( F i g u r e   3 A ,   B ) .     H a i r y   r o o t   g r o w t h i n i t i a t e d   f r o m
 t h e  c a l l u s   r e g i o n   i n   a p p r o x i m a t e l y   1 0 - 1 4   d a y s   p i   ( F i g u r e   3 C ) .     P r e v i o u s   s t u d i e s h a v e
 r e p o r t e d   a s i m i l a r   t i m e l i n e   f o r   h a i r y   r o o t   g e n e r a t i o n   i n   d i f f e r e n t   s o y b e a n   c u l t i v a r s   ( C a o   e t
 a l . ,   2 0 0 9 ;   F e r n a n d e z   e t   a l . ,   2 0 0 9 ;   Z i a   e t   a l . ,   2 0 1 0 ) .     A l t h o u g h   m a n y   r o o t s   w e r e   g e n e r a t e d
 p e r   c o t y l e d o n   w i t h i n   1 0 -  1 4   d a y s   p i ,   r o o t   g r o w t h   w a s   a l s o   n o t i c e d   b e f o r e   a n d   a f t e r   t h a t
 t i m e   r a n g e .     T h i s   c o u l d   b e   a t t r i b u t e d   t o   t h e   i n s e r t i o n   o f   d i f f e r e n t   T - D N A   c o p y   n u m b e r s ,
 w h i c h   i n   t u r n   i n f l u e n c e s  t h e  a m o u n t   o f   e n d o g e n o u s   h o r m o n e   l e v e l s p r o d u c e d   i n   t h e
 t i s s u e .     T h i s i n   t u r n  a f f e c t s   t h e   t i m e   p i w h e n   h a i r y   r o o t   g r o w t h   i s   a b u n d a n t   ( T a n a k a ,
 1 9 9 7 ) .     F u r t h e r m o r e ,   t h e s i t e   o f  r o l  g e n e   i n s e r t i o n c a n   a l s o   a f f e c t   t h e   a m o u n t   a n d   t i m e
 f r a m e   o f   h a i r y   r o o t   g e n e r a t i o n   ( S e k i   e t   a l . ,   2 0 0 5 ) .       H a i r y   r o o t s   s u b - c u l t u r e d   o n   s o l i d
 m e d i u m h a d  g r o w t h   r a t e s   o f   a p p r o x i m a t e l y   2 - 5  m m   p e r   w e e k .
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 F i g u r e   3 :   T i m e   c o u r s e   o f   h a i r y   r o o t s   g e n e r a t i o n   p o s t - i n o c u l a t i o n   ( p i )   w i t h A .   r h i z o g e n e s .
 A ,     N e c r o s i s   o n   w o u n d e d   c o t y l e d o n   2 - 3   d a y s   p i ,   B ,   C a l l u s   g r o w t h   7   d a y s   p i ,   C ,   H a i r y
 r o o t s   e m e r g i n g   f r o m   c a l l u s   1 0 - 1 4   d a y s   p i   a n d   D ,   T w o   w e e k   o l d   s u b -  c u l t u r e d   h a i r y   r o o t s
 i n   n u t r i e n t   r i c h   a g a r   m e d i u m   w i t h M u r a s h i g e - S k o o g s a l t s ,  s u c r o s e a n d   c e f o t a x i m e ( 5 0 0
 m g   L - 1 ) .
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 C o t y l e d o n s   o b t a i n e d   f r o m   i n   v i t r o   g e r m i n a t e d   s o y b e a n   s e e d s   w e r e   u s e d f o r   h a i r y
 r o o t   p r o d u c t i o n , w h i c h   p r o v e d   t o   b e   a   m o r e   e f f i c i e n t   s y s t e m   r a t h e r   t h a n   t h e   u s e   o f
 c o t y l e d o n s   f r o m   s o y b e a n   p l a n t s   g e r m i n a t e d   i n   t h e   g r e e n h o u s e .     S   r f a c e   s t e r i l i z a t i o n   o f
 c o t y l e d o n s  f r o m  g r e e n h o u s e -  g r o w n  s o y b e a n s f o l l o w e d   b y   i n o c u l a t i o n   w i t h   b a c t e r i a   l e d   t o
 n e c r o s i s   a n d   e v e n t u a l l y   e m b r y o n i c   l e a f   d e a t h   b e f o r e   a n y   h a i r y   r o o t s   c o u l d   b e   e s t a b l i s h e d .
 O n c e   p u t a t i v e   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   w e r e   e s t a b l i s h e d   i t   w a s   n e c e s s a r y   t o   d e t e r m i n e
 w h e t h e r   o r   n o t   t h e y   o r i g i n a t e d   v i a A .   r h i z o g e n e s m e d i a t e d   t r a n s f o r m a t i o n .     F o r   t h i s   P C R
 a n a l y s i s   w a s   d o n e   u s i n g   g e n o m i c   D N A   i s o l a t e d   f r o m   h a i r y   r o o t   t i s s u e   f r o m   b o t h   c u l t i v a r s
 a l o n g   w i t h   W T   r o o t s .     T h e   p r e s e n c e   o f   t h e   P C R   a m p l i c o n   f o r r o l  B  ( 4 3 0   b p )   o n   a n   a g a r o s e
 g e l   ( F i g u r e   4 )   c o n f i r m e d   t h e A .   r h i z o g e n e s o r i g i n   o f   h a i r y   r o o t   g e n o t y p e .     T h i s   i s
 i m p o r t a n t   b e c a u s e   i n   o r d e r   t o   m a n i p u l a t e   s u b e r i n   l e v e l s   i n   r o o t   t i s s u e   a   t r a n s f o r m a t i o n
 s y s t e m   i s   r e q u i r e d   t h a t   w i l l   a l t e r   t h e   s o y b e a n   g e n o m e ,   a n d   n o t   s o l e l y   g e n e r a t e   r o o t s   v i a
 h o r m o n a l   c h a n g e s .     H o w e v e r ,   s u c c e s s f u l   g e n e r a t i o n   o f   h a i r y   r o o t s   c a n   a l s o   b e   o b s e r v e d
 v i s u a l l y .     T h a t   i s ,   c o t y l e d o n s   w o u n d e d   w i t h   a   s c a l p e l   b u t   n o t   i n o c u l a t e d   w i t h A .
 r h i z o g e n e s ,  d i d   n o t   p r o d u c e   a n y   r o o t s   w h e r e a s   t h o s e   i n o c u l a t e d   d i d   p r o d u c e   h a i r y r o o t
 f o r m a t i o n   a t   t h e   s i t e   o f   i n o c u l a t i o n   ( d a t a   n o t   s h o w n ) .     I t   i s   i m p o r t a n t   t o   a p p r e c i a t e   t h e
 n e c e s s i t y   o f   c o n d u c t i n g   P C R   a n a l y s i s   o n   h a i r y   r o o t s ,   b e c a u s e   n o t   a l l   h a i r y   r o o t s   a r e
 g e n e t i c a l l y   t r a n s f o r m e d . A g r o b a c t e r i u m r h i z o g e n e s n o t   o n l y   h a s   t h e   a b i l i t y t o   t r a n s f o r m
 p l a n t   t i s s u e   w i t h   a   n a t i v e   p l a s m i d   c a r r y i n g r o l  g e n e s ,   b u t   i t   c a n   a l s o   t r a n s f o r m   t i s s u e   w i t h
 a   s e c o n d a r y   p l a s m i d ,   t h u s   i s   e f f i c i e n t   a s   a   b i n a r y   v e c t o r   s y s t e m .     L i n   e t   a l .   ( 2 0 1 1 ) ,
 t h r o u g h   t h e   u s e   o f   a   b i n a r y   v e c t o r   s y s t e m ,   t r a n s f o r m e d   s o y b e a n e x p l a n t s   w i t h r o l  g e n e s
 a s   w e l l   a s a   g e n e   e n c o d i n g   a   p r o t e i n   p r o d u c t   w h i c h   f l u o r e s c e s   u n d e r   U V   l i g h t , w h e r e i n
 a n y   g e n e r a t e d   h a i r y   r o o t   w h i c h   f l u o r e s c e s   r e d   i s   t r u l y   t r a n s f o r m e d .     I n t e r e s t i n g l y ,   i t   w a s
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 r e p o r t e d   t h a t   3 4 %   o f   r o o t s   g e n e r a t e d   w e r e   t r a n s f o r m e d   w i t h  r o l  g e n e s   a n d   t h e   r e s t   w e r e
 i n i t i a t e d   d u e   t o   h o r m o n a l   e f f e c t s .
 3 0
 F i g u r e   4 :   P C R   a n a l y s i s   o f   g e n o m i c   D N A   u s i n g   p r i m e r s   f o r   t h e A .   r h i z o g e n e s r o l  B  g e n e .
 A .   r h i z o g e n e s =   w h o l e   b a c t e r i a l   D N A   p r e p a r a t i o n   ( p o s i t i v e   c o n t r o l ) ,   O X 7 6 0 - 6   W T   a n d
 C o n r a d   W T   =   g e n o m i c   D N A   i s o l a t e d   f r o m   w i l d - t  y p e   i n   v i t r o   g e r m i n a t e d   s o y b e a n   r o o t s
 ( n e g a t i v e   c o n t r o l )   a n d   C o n r a d   H R   a n d   O X 7 6 0 - 6   H R   =   g e n o m i c   D N A   i s o l a t e d   f r o m
 s o y b e a n   h a i r y   r o o t s .     P C R   p r o d u c t s   w e r e   r u n   o n   1 %   a g a r o s e   g e l .     S e l e c t   b a n d s   f r o m
 l a d d e r   ( b p )   a r e   l a b e l e d   o n   t h e   l e f t   h a n d   s i d e   o f   t h e   g e l .     T h e   e x p e c t e d r o l  B  a m p l i c o n   i s
 4 3 0   b p .
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 O n e   m a j o r   r e a s o n   w h y   h a i r y   r o o t s   f o r m   t h e   b a s i s   o f   a n   e x c e l l e n t   t r a n s f o r m a t i o n
 s y s t e m   i s   t h a t   t h e y c a n   b e   c u l t u r e d   o n   n u t r i e n t   r i c h   m e d i a   a l m o s t   i n d e f i n i t e l y .     S u c h   i s   n o t
 t r u e   f o r   W T   r o o t s   ( F e r n a n d e z   e t   a l . ,   2 0 0 9 ) .     M o r p h o l o g i c a l l y ,   h a i r y   r o o t s   a r e   s i m i l a r   t o
 W T   r o o t s ,   h o w e v e r   t h e r e   w e r e   s o m e   d i f f e r e n c e s ,   n a m e l y   t h e   e x t e n s i v e   l a t e r a l   b r a n c h i n g
 ( F i g u r e  3 D ) ,   w h i c h   i s   w h e r e   h a i r y   r o o t s   o b t a i n   t h e i r   n a m e .     E x t e n s i v e   l a t e r a l   b r a n c h i n g
 a n d   a   f a s t   g r o w t h   r a t e   c a n   b e   a t t r i b u t e d   t o   i n s e r t i o n   o f   h i g h e r   c o p y   n u m b e r s   o f   T - D N A   ( a s
 m e n t i o n e d   a b o v e )   o r   t h e   i n c r e a s e d   s e n s i t i v i t y   o f   h a i r y   r o o t s   t o   e n d o g e n o u s   l e v e l s   o f a u x i n
 w h i c h   i n f l u e n c e s   g r o w t h   ( S h e n   e t   a l .   1 9 8 8 ,   V a n   S l u y s   a n d   T e m p e   1 9 8 9 ,   K a t a v i c   e t   a l .
 1 9 9 1 ,   M a l l o l   e t   a l .   2 0 0 1 ,   P e r e s   e t   a l .   2 0 0 1 ,   L e e   e t   a l .   2 0 0 4 ,   F a r k y a   e t   a l .   2 0 0 8 ) .
 I t  w a s   o b s e r v e d t h a t   h a i r y   r o o t   g r o w t h w a s   l a r g e l y   a e r i a l ,   i . e .   r o o t s   e m e r g e   f r o m
 c a l l u s   a n d i n i t i a l l y   d i s p l a y   n e g a t i v e   g e o t r o p i s m   ( F i g u r e   3 C ) . P r e v i o u s   l i t e r a t u r e
 s u g g e s t e d   t h a t   f e w e r   a m y l o p l a s t s   a r e   f o u n d   i n   h a i r y   r o o t s   t h a n   i n   w i l d - t  y p e   r o o t s ,   t h u s
 p o s s i b l y   l e a d i n g   t o   a   w e a k   g r a v i t a t i o n a l   r e s p o n s e   ( K i m   e t   a l .   1 9 9 6 ,   O d e g a a r d   e t   a l . 1 9 9 7 ) .
 F u r t h e r m o r e ,   l a r g e   a i r   s p a c e s   o r   a e r e n c h y m a - l i k e   v e s s e l s   w e r e   p r e s e n t   i n   t h e   a n a t o m y
 ( F i g u r e   5 ) .     T e a k l e   e t   a l .   ( 2 0 1 1 )   r e p o r t e d   t h a t   r o o t s   g r o w i n g   i n   m o i s t   a n d   d e o x y g e n a t e d
 a r e a s ,   s u c h   a s   a g a r ,   d e v e l o p   a n   a e r e n c h y m a t o u s   p h e l l e m   w h i c h   a i d e s   i n   O
 2  t r a n s p o r t   t o
 r o o t   t i s s u e   i n   O
 2  l i m i t i n g   c o n d i t i o n s .  T h e s e   f e a t u r e s   w e r e   f o u n d   i n   b o t h   C o n r a d   a n d
 O X 7 6 0 - 6 .
 3 . 2  H a i r y   r o o t   a n a t o m y
 H a i r y   r o o t s   a r e   a n a t o m i c a l l y   s i m i l a r   t o   W T   r o o t s   a s   c a n   b e   s e e n   i n   F i g u r e   5 .
 H o w e v e r ,   i n   a d d i t i o n   t o   t h e   a i r   s p a c e s   f o u n d   b e t w   e n   c o r t i c a l   c e l l s ,   t h e   v a s c u l a t u r e   o f
 h a i r y   r o o t s   s e e m s   d i f f e r e n t   t h a n   W T .     I n   p a r t i c u l a r ,   i n   s o m e   c a s e s   t h e   s t e l e   s h o w e d   o n l y
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 t h r e e   x y l e m   p o l e s   w h e r e a s ,   W T   r o o t s   h a v e   f o u r   ( F i g u r e   5 ) .     A s   d o c u m e n t e d   b y   T o r r e y
 ( 1 9 5 7 ) ,   a u x i n   l e v e l s   c a n   i n f l u e n c e   t h e   n u m b e r o f   x y l e m   p o l e s   f o r m e d   i n   r o o t s   r e g e n e r a t e d
 f r o m   d e c a p i t a t e d   r o o t s   p l a c e d   i n   a u x i n   m e d i u m .     T h u s ,   s i n c e   h a i r y   r o o t s   g e n e r a l l y   c o n t a i n
 h i g h e r   l e v e l s   o f   e n d o g e n o u s   a u x i n   ( o r   a r e   m o r e   s e n s i t i v e   t o   a u x i n s ) ,   i t   c a n   b e   e x p e c t e d
 t h a t   t h e   n u m b e r   o f   x y l e m   p o l e s   m a y b e   i n f l u e n c e d   i n   h a i r y   r o o t s .
 I  a l s o   n o t e d   t h a t   h a i r y   r o o t s   d i d   n o t   a p p e a r   t o   h a v e   t h e   s a m e   p h y s i c a l   i n t e g r i t y   a s
 W T   r o o t s .     T h i s   w a s   e s p e c i a l l y   e v i d e n c e d   d u r i n g   s e c t i o n i n g   w h e r e   h a i r y   r o o t s   w e r e   m o r e
 p r o n e   t o   b r e a k i n g   o r   c o l l a p s i n g . T h i s   m a y   b e   c h a r a c t e r i s t i c   o f   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s ,   o r , t h e
 a i r   s p a c e s   p r e s e n t   i n   t h e   c o r t e x   ( F i g u r e   5 )   m a y   a l s o   c o n t r i b u t e   t o   t h e   l a c k   o f   p h y s i c a l
 i n t e g r i t y .     A d d i t i o n a l l y ,   i t  c o u l d   b e   d u e   t o   t h e   i n f l u e n c e   o f   t h e   m o i s t   m e d i u m   i n   w h i c h   t h e
 r o o t s   a r e   f i r s t   g e n e r a t e d   a n d   t h e n   p r o p a g a t e d . H i g h   m o i s t u r e   c o n d i t i o n s   c a n   w e a k e n
 e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s   m a k i n g   t h e m   m o r e   p r o n e   t o   d a m a g e .     H o w e v e r ,   h a i r y   r o o t s   a r e
 w i d e l y   g r o w n   i n   l i q u i d   c u l t u r e s   a n d   u s e d   a s   t o o l s   a n d   m o d e l s   t o   s t u d y   b i o l o g i c a l
 q u e s t i o n s   i n v o l v i n g   p l a n t   r o o t s ,   s o   i t   s e e m s   t h a t   w h i l e   m e d i a   m a y   h a v e   a n   e f f e c t   o n   r o o t
 r o b u s t n e s s   i t   d o e s   n o t   p r e c l u d e   t h e i r   u s e   a s   a n   e x p e r i m e n t a l   s y s t e m   ( Z h a n g   e t   a l . ,   2 0 1 0 ) .
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 F i g u r e   5 :   C r o s s   s e c t i o n   o f   O X 7 6 0 - 6   h a i r y   r o o t   a t   4   c m   f r o m   r o o t   t i p   ( t o p   i m a g e )   a n d
 O X 7 6 0 - 6   w i l d - t  y p e  r o o t  4   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p ( b o t t o m   i m a g e ) .     B a r   =   5 0   µ m .  S e c t i o n s
 s t a i n e d   w i t h   f a t   r e d .     F r o m   t h e   l e f t   h a n d   s i d e   i n   e p i d e r m i s ,   c o r t i c a l   c e l l s , e n d o d e r m i s
 a n d   c e n t r a l   s t e l e .
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 3 . 3  H a i r y   r o o t   s u b e r i n    h i s t o c h e m i c a l   a n a l y s i s
 I n   o r d e r   t o   u s e   h a i r y   r o o t s   t o   t e s t   t h e   h y p o t h e s i s   t h a t   s u b e r i n   p l a y s   a   r o l e   i n   t h e P .
 s o j a e - s o y b e a n   p a t h o s y s t e m ,   i t   i s   i m p e r a t i v e   t h a t   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   p a t t e r n s   i n   h a i r y   r o o t s
 r e s e m b l e s   t h a t   o f   W T   r o o t s .     T h r o u g h   t h e   u s e   o f   f l u o r e s c e n t   a n d   n o n - f l u o r e s c e n t   d y e s ,   I
 s h o w e d   t h a t   c e l l   w a l l   s u b e r i n   h i s t o c h e m i s t r y   o f   h a i r y   r o o t s   m i m i c k e d   t h a t   o f   W T   ( F i g u r e
 6 ) .     P r e v i o u s   r e s e a r c h   u s i n g   W T   r o o t s   d o c u m e n t e d   t h a t   c l o s e   t o   t h e   r o o t   t i p ,   t h e   s o y b e a n
 r o o t   h a s   a   s t a t e   I   e n d o d e r m i s ,   i n   o t h e r   w o r d s ,   s u b e r i n   f o r m s   a n   a p o p l a s t i c   b a r r i e r   t o   w a t e r
 a n d   s o l u t e   t r a n s p o r t   b e t w e e n   t h e   c o r t e x   a n d   t h e   s t e l e   i n   t h e   f o r m   o f   a   C a s p a r i a n   b a n d
 ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) . I n   c r o s s   s e c t i o n ,   t h e   C a s p a r i a n   b a n d   i s   e v i d e n t   b y   c h a r a c t e r i s t i c
  p o i n t s    o f   f l u o r e s c e n c e   i n   e n d o d e r m a l   r a d i a l   c e l l   w a l l s   f t e r   s t a i n i n g   w i t h   a   f l u o r e s c e n t
 d y e ,   a n d   t h i s   s a m e   p a t t e r n   c a n   b e   s e e n   i n   h a i r y   r o o t s   ( F i g u r e   6 A ) .     B e y o n d   3   c m   f r o m   t h e
 r o o t   t i p ,   e n d o d e r m a l   c e l l   w a l l s   o f   h a i r y   r o o t s   w e r e   m o r e   s u b e r i z e d ,   s h o w i n g   e v i d e n c e   o f
 l a m e l l a e .     H o w e v e r ,   n o t   e v e r y   c e l l   o f   t h e   e n d o d e r m i s   w a s   s u b e r i z e d   r e s u l t i n g   i n   a
 c h a r a c t e r i s t i c   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   p a t t e r n   w h e r e   r e g i o n s   o f   c e l l s   o p p o s i t e   x y l e m   p o l e s   h a d
 n o   l a m e l l a e   ( F i g u r e  6 C ) .     T h i s   m a y   b e   t o   a l l o w   t h e   p a s s a g e   o f   w a t e r   a n d   s o l u t e s   i n t o   t h e
 s t e l e   e v e n   a t   t h e s e   m o r e   d i s t a l   p a r t s   a l o n g   t h e   r o o t s   ( C l a r k s o n   a n d   R o b a r d s , 1 9 7 5 ;
 P e t e r s o n   a n d   E n s t o n e ,   1 9 9 6 ;   W a d u w a r a   e t   a l . ,   2 0 0 8 ) .     I m p o r t a n t l y   c e l l s   w i t h o u t   l a m e l l a e
 s t i l l   h a d   a   C a s p a r i a n   b a n d .     N o r m a l l y   a s   r o o t s   m a t u r e ,   s u b e r i z a t i o n   i n   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s
 a l s o   i n c r e a s e s   ( P e t e r s o n e t   a l . ,  1 9 7 8 ) .     I n   h a i r y   r o o t s   w e   f o u n d   i n c r e a s e d   s u b e r i n
 d e p o s i t i o n   i n   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s   d i s t a l   t o   t h e   t i p   a l o n g   t h e   r o o t   d e v e l o p m e n t a l   a x i s
 ( F i g u r e   6 E   t o   G ) ;   t h i s   w a s   e v i d e n t   i n   g r e a t e r   s t a i n i n g   o f   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s   m o v i n g   f r o m
 c l o s e   t o   t h e   r o o t   t i p   t o   a p p r o x i m a t e l y   1 0   c m   a n d   t h i s   w a s   a l s o   o b s e r v e d   i n   W T   s o y b e a n
 r o o t s   ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) .
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 F i g u r e   6 :   S u b e r i n   d e p o s i t i o n   p a t t e r n s   i n   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   ( c u l t i v a r   O X 7 6 0 - 6 ) .     A ,   C ,   E ,
 F   a n d   G   =   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   a n d   B ,   D   a n d   H   =   s o y b e a n   w i l d - t  y p e   r o o t s   ( c o u r t e s y   o f   D r .
 R a y m o n d   T h o m a s ) ,   f r e e   h a n d   c r o s s   s e c t i o n s . B a r   =   5 0 µ m .  A ,   S e c t i o n   s t a i n e d   w i t h
 t o l u i d i n e   b l u e   0   a n d   n e u t r a l   r e d ,   2   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p .     C a s p a r i a n   b a n d s   ( a r r o w s )   a r e
 p r e s e n t   i n   t h e   e n d o d e r m i s .     B ,   S e c t i o n   s t a i n e d   w i t h   t o l u i d i n e   b l u e   0   a n d   n e u t r a l   r e d   0 - 8
 c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p .     C ,   S e c t i o n   s t a i n e d   w i t h   f l u o r o l y e   l o w   ( F Y ) ,   8   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p .
 P a t c h e s   o f   c e l l s   w i t h   s u b e r i n   l a m e l l a e   ( a r r o w s )   a r e   p r e s e n t   i n   t h e   e n d o d e r m i s .     D ,   S e c t i o n
 s t a i n e d   w i t h   F Y ,   >   8   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p .     E   t o   H ,   S e c t i o n s   s t a i n e d   w i t h   f a t   r e d ;   n o n -
 l a m e l l a r   s u b e r i n   i s   p r e s e n t   i n   t h e   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s   ( a r r o w s ) .   E   2 - 4   c m   f r o m   r o o t   t i p ,   F
 4 - 6   c m ,   G   8 - 1 0   c m   a n d   H 2 - 4   c m .
 3 6
 H a i r y   r o o t s   f r o m   b o t h   c u l t i v a r s   d i s p l a y e d   s i m i l a r   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   p a t t e r n s   a l o n g   t h e
 r o o t   a x i s   a n d   s i m i l a r   m o r p h o l o g y   a n d   a n a t o m y   c o m p a r e d   t o   W T   r o o t s .     T h i s   b e c o m e s
 i m p o r t a n t   b e c a u s e   u s e   o f   a   r o o t   m o d e l   h i n g e s   o n   t h e   t e n e t   t h a t   b o t h   t h e   m o d e l   a n d   t h e
 a c t u a l   s y s t e m   a r e   c o m p a r a b l e .
 3 . 4  H a i r y   r o o t   s u b e r i n    G C - M S   a n a l y s i s
 A f t e r   e s t a b l i s h i n g   s u b e r i z a t i o n   p a t t e r n s   o f   h a i r y   r o o t s ,   t h e   a c t u a l   a m o u n t   o f
 p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   i n  s u b e r i z e d   t i s s u e s   w a s   m e a s u r e d . W h o l e   r o o t s   ( 1 2 - 1 4   c m   l o n g ,
 s e e   m a t e r i a l s   a n d   m e t h o d s   f o r   d e t a i l s )   w e r e   a n a l y z e d   f o r   a l i p h a t i c   s u b e r i n   c o m p o s i t i o n
 a n d   a m o u n t .
 3 . 4 . 1  Q u a n t i t a t i v e   a n a l y s i s
 Q u a n t i t a t i v e l y   I f o u n d   t h a t   O X 7 6 0 - 6   h a i r y   r o o t s   h a d   m o r e   a l i p h a t i c   s u b e r i n
 c o m p a r e d   t o   C o n r a d   ( F i g u r e   7 ) .     A l t h o u g h   t h i s   d i f f e r e n c e   i s   n o t   s t a t i s t i c a l l y   s i g n i f i c a n t ,   i t
 i s   i n   c o n t r a s t   t o   p u b l i s h e d   d a t a   o n   W T   r o o t s   w h e r e   C o n r a d   h a d   a p p r o x i m a t e l y d o u b l e   t h e
 a m o u n t   o f   a l i p h a t i c   s u b e r i n   t h a n   O X 7 6 0 -     ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) .  T h i s   d i f f e r e n c e p o i n t s
 t o   b o t h   c u l t i v a r s   r e s p o n d i n g   d i f f e r e n t l y   t o   e i t h e r   t h e   t r a n s f o r m a t i o n   b y A .   r h i z o g e n e s
 a n d / o r   t h e   m e d i u m   i n   w h i c h   t h e y   a r e   g e n e r a t e d   a n d   p r o p a g a t e d . L i k e   a l l   g e n e t i c   t r a i t s ,
 s u b e r i n   d e p o s i t i o n   i s   i n f l u e n c e d   b y   t h e   e n v i r o n m e n t .     P a s t   r e s e a r c h   s h o w e d   t h a t   C o n r a d
 h a s   g r e a t e r   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o P .   s o j a e a n d   h a s   h i g h e r   a m o u n t s   o f   p r e - f o r m e d   s u b e r i n   i n
 s u b e r i z i n g   t i s s u e s   ( D o r r a n c e   e t   a l . ,   2 0 0 3 ;   T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ;   W e n g   e t   a l . ,   2 0 0 7 ;   H a n   e t
 a l . ,   2 0 0 8 ;   R a n a t h u n g e   e t   a l . ,   2 0 0 8 ) .     B u z z e l l   a n d   A n d e r s o n   ( 1 9 8 2 )   f o u n d   t h a t   C o n r a d   h a d
 a   2 %   m o r t a l i t y   r a t e   w h e n   e x p o s e d   t o P .  s o j a e w h e r e a s   a   s u s c e p t i b l e   c u l t i v a r   A m s o y   7 1
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 h a d   4 0 %   m o r t a l i t y   r a t e s .     H o w e v e r ,   i n t e r e s t i n g l y ,   t h e   p e r c e n t a g e   o f   i n f e c t i o n   i n   O X 7 6 0 - 6
 f i e l d s   c h a n g e s   b e t w e e n   c u l t i v a t i o n   y e a r s   a l l u d i n g   t o   t h e   f a c t   t h a t   a   c h a n g i n g   e n v i r o n m e n t
 c a n   i n f l u e n c e   l e v e l   o f   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   a n d   t h u s   r e s i s t a n c e   ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) .       I n
 o t h e r   w o r d s ,   O X 7 6 0 - 6   h a i r y   r o o t s   m a y   b e   m o r e   p l a s t i c   t o   a   c h a n g i n g   e n v i r o n m e n t   a n d
 t h u s   h a v e   h i g h e r   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   l e v e l s   c o m p a r e d   t o   C o n r a d   h a i r y   r o o t s   a   m o i s t
 m e d i u m   a s   o p p o s e d   t o   g r o w i n g   i n   s o i l   m a y   c o n t r i b u t e   t o   t h i s   d i f f e r e n c e .     F i n a l l y , r o l  g e n e
 i n s e r t i o n   m a y   a l s o   i n f l u e n c e   e x p r e s s i o n   o f   n a t i v e   g e n e s   ( B e t t i n i       a l . ,   2 0 0 3 ;   Z i a   e t   a l . ,
 2 0 1 0 )   a n d t h u s   c a u s e   h a i r y   r o o t s   t o   h a v e   a   d i f f e r e n t   p h e n o t y p e   c o m p a r e d   t o   W T .
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 F i g u r e   7 :   Q u a n t i f i c a t i o n   o f   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   i n   i n t a c t   s o y b e a n   ( O X 7 6 0 - 6   a n d
 C o n r a d )   h a i r y   r o o t s .     T i s s u e   w a s   s u b j e c t e d   t o M e O H - H C l  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n   t o   r e l e a s e
 p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n .     T o t a l   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   w a s   m e a s u r e d   u s i n g   G C - M S   a n d
 d a t a   a r e   e x p r e s s e d   o n   b a s i s   o f   a m o u n t   o f   t i s s u e   ( m g )   t r a n s e s t e r i f i e d .     B a r s   r e p r e s e n t
 a v e r a g e   –   S E   o f   t h r e e   r e p l i c a t e s .     N o   s i g n i f i c a n t   d i f f e r e n c e s   w e r e   f o u n d   ( P   =   0 . 2 5 5 ) .
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 Q u a n t i t a t i v e   d i f f e r e n c e s   i n   C o n r a d   a n d   O X 7 6 0 - 6   a l i p h a t i c   s u b e r i n   w e r   a l s o   f o u n d   i n
 h a i r y   r o o t s   w h e n   t h e   e n d o d e r m i s   a n d   e p i d e r m i s   w e r e   a n a l y z e d   s e p a r a t e l y ,   a l t h o u g h
 d i f f e r e n c e s   w e r e   n o t   a l w a y s   s t a t i s t i c a l l y   s i g n i f i c a n t ( F i g u r e   8 ) .     I n   p a r t i c u l a r ,   s u b e r i z a t i o n
 w a s   h i g h e s t   f a r t h e s t   a w a y   f r o m   t h e   r o o t   t i p   i n   O X 7 6 0 - 6   e n d o d e r m a l   t i s s u e .     T w o
 i m p o r t a n t   a s p e c t s   o f   s u b e r i n   d e p o s i t i o n   i n   h a i r y   r o o t   d e r m a l   t i s s u e   w e r e   n o t e d :   1 )
 p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   i s   h i g h e r   i n   t h e   e n d o d e r m i s   c o m p a r e d   t o   t h e   e p i d e r m i s   i n   b o t h
 c u l t i v a r s ,   a n d   2 )   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   a m o u n t s   i n c r e a s e d   a l o n g   t h e   r o o t   a x i s .
 F u r t h e r m o r e , t h e r e   a r e   q u a n t i t a t i v e   d i f f e r e n c e s   b e t w e e n   W T   p u b l i s h e d   d a t a   ( T h o m a s   e t
 a l . ,   2 0 0 7 )   a n d   h a i r y   r o o t s ,   w h e r e   i n   t h e   c a s e   o f   C o n r a d h a i r y   r o o t s   a l i p h a t i c   s u b e r i n   i s
 a p p r o x i m a t e l y   8   t i m e s   l o w e r   a n d   i n   O X 7 6 0 -     h a i r y   r o o t s   i t   i s   1 . 5   t i m e s   l o w e r t h a n   W T .
 I n   o t h e r   w o r d s , a m o u n t s   o f   a l i p h a t i c   s u b e r i n   m o n o m e r s   o n   a   p e r   m m 2  b a s i s   w e r e m o r e
 c o m p a r a b l e   t o W T   r o o t s   i n   t h e   c a s e   o f   O X 7 6 0 - 6 .  T h i s  i s   i m p o r t a n t   b e c a u s e   w h e n
 d e v e l o p i n g   a   r o o t   m o d e l   s y s t e m   i t   i s   n e c e s s a r y   t o   u n d e r s t a n d   t h e   d i f f e r e n c e s   t h e   p o t e n t i a l
 m o d e l   m a y   h a v e   f r o m   t h e   o r i g i n a l   s y s t e m .     W i t h   t h i s   d a t a   i n   m i n d ,   a l o n g   w i t h   t h e
 h i s t o c h e m i c a l   d a t a   i t   s e e m s   O X 7 6 0 -     h a i r y   r o o t   s y s t e m   i s a   m o r e   a p p r o p r i a t e   i n   v i t r o
 m o d e l   c o m p a r e d   t o   C o n r a d .
 4 0
 F i g u r e   8 :   Q u a n t i f i c a t i o n   o f   i n s o l u b l e   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   i n   i s o l a t e d   s o y b e a n   h a i r y
 r o o t   t i s s u e s .     E p i d e r m a l   a n d   e n d o d e r m a l   t i s s u e s   w e r e   i s o l a t e d   f r o m   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s
 s e p a r a t e d   i n t o   3   s e g m e n t s ,   0 - 4 ,   4 - 8   a n d   8 - 1 2   c m .     I s o l a t e d   t i s s u e s   w e r e   s u b j e c t e d   t o
 M e O H - H C l  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n   t o   r e l e a s e   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n .     T o t a l   p o l y ( a l i p h a t i c )
 s u b e r i n   w a s   m e a s u r e d   u s i n g   G C - M S   a n d   d a t a   a r e   e x p r e s s e d   o n   b a s i s   o f   r o o t   o r
 e n d o d e r m a l   s u f a c e   a r e a .     B a r s   r e p r e s e n t   a v e r a g e   –   S E   o f   t h r e e   r e p l i c a t e s .     B a r s   l a b e l e d
 w i t h   d i f f e r e n t   l e t t e r s   a r e   s i g n i f i c a n t l y   d i f f e r e n t   ( P   =   0 . 0 0 1 ) .
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 3 . 4 . 2  Q u a l i t a t i v e   a n a l y s i s
 N e x t ,   i t   w a s   a l s o   i m p o r t a n t   t o   a s s e s s   t h e   m o n o m e r i c   c o m p o n e n t s   o f
 p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   i n   h a i r y   r o o t s   a n d   c o m p a r e   t o   W T . Q u a l i t a t i v e l y ,   h a i r y   r o o t
 a l i p h a t i c   s u b e r i n   c o n t a i n e d   f a t t y   a c i d s ,   f a t t y   a l c o h o l s ,É  - h y d r o x y   f a t t y   a c i d s   a n d–  ,É  -
 d i o i c   a c i d s   a s   i n   W T   r o o t s   ( T h o m a s   e t   a l .   2 0 0 7 ) . S i n c e   a m o u n t   o f   t i s s u e   a v a i l a b l e   f o r
 i s o l a t e d   d e r m a l   t i s s u e s   f r o m   h a i r y   r o o t s   w a s   l o w ,   s o m e   s u b e r i n   c o m p o n e n t s   w e r e   b e l o w
 a c c u r a t e   d e t e c t i o n   l e v e l s   a n d   t h u s   c o m p o n e n t   a n a l y s i s   w a s   d o n e   o n   w h o l e   r o o t s .     I n   d o i n g
 s o ,   i t   w a s   f o u n d   t h a t   a l t h o u g h   a l l   c o m p o n e n t s   a r e   p r e s e n t   f a t t y   a c i d s ,   a l c o h o l s ,   d i o i c
 a c i d s   a n dÉ  - h y d r o x y   f a t t y a c i d s   n o t   a l l   c h a i n   l e n g t h s   t h a t   a r e   n o r m a l l y   p r e s e n t   i n   S P A D
 w e r e   f o u n d   ( T a b l e   1 ) .     G e n e r a l l y   1 6   a n d   1 8   c a r b o n   c h a i n   l e n g t h s   o f   a l l   c o m p o n e n t s   w e r e
 f o u n d ,   w h e r e a s   l o n g e r   c h a i n   l e n g t h s   o f   f a t t y   a c i d s   a n d   a l c o h o l s   ( >   C 2 0 )   w h i c h   m a k e   u p
 m o r e   o f   s u b e r i z e d t i s s u e s ,   ( r e v i e w e d   i n   B e r n a r d s ,   2 0 0 2 )   w e r e   n o t   o b s e r v e d .       A n
 i m p o r t a n t   f e a t u r e   t o   t a k e   n o t e   o f   i s   t h a t   i n   b o t h   c u l t i v a r sÉ  - h y d r o x y   f a t t y   a c i d s   a r e   o f
 g r e a t e s t   a b u n d a n c e ,   w h i c h   i s   s i m i l a r   t o   W T   r o o t s w h e r e t h e y   m a k e   u p   6 5 - 7 0 %   o f   t o t a l
 a l i p h a t i c   s u b e r i n   ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) . I n   f a c t ,   i t   i s   t h i s   c o m p o n e n t   t h a t   h a s   b e e n   s h o w n
 t o   h a v e h i g h   c o - r e l a t i o n   w i t h   r e s i s t a n c e   t o P .   s o j a e ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) .       A g a i n ,
 O X 7 6 0 - 6   n o t   o n l y   h a s   g r e a t e r   s u b e r i n   c o m p o s i t i o n ,   a m o u n t s   a r e   m o r e   c o m p a r a b l e   t o   W T
 r o o t s .       I n t e r e s t i n g l y ,   C o n r a d   h a d   h i g h e r   a m o u n t   o f   1 - a l c o h o l s   t h a n   O X 7 6 0 -  6   a l t h o u g h
 t h i s   d i f f e r e n c e   w a s   n o t   s i g n i f i c a n t .
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 T a b l e   1 :   C h a i n  l e n g t h   d i s t r i b u t i o n   o f   h a i r y   r o o t   a l i p h a t i c s   b y   s u b s t a n c e   c l a s s   f o u n d   i n
 i n t a c t   h a i r y   r o o t s   o f   b o t h   O X 7 6 0 - 6   a n d   C o n r a d .     D a t a   X   1 0 - 5  e x p r e s s e d   a s   m g / m g   o f   h a i r y
 r o o t   t i s s u e   s u b j e c t e d   t o M e O H - H C l  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n   a n d   m e a s u r e d   u s i n g   G C - M S ,  a r e
 a v e r a g e s   o f t h r e e   r e p l i c a t e s   –   S E .     M e a n s   f o l l o w e d   b y   d i f f e r e n t   l e t t e r s   a r e   s i g n i f i c a n t l y
 d i f f e r e n t   ( P   =   0 . 0 0 6 ) .
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 3 . 4 . 3  S o l u b l e   w a x   a n a l y s i s
 W i t h   r e s p e c t   t o   s o l u b l e   w a x   c o m p o n e n t s ,   t h e   p a t t e r n   o f   d e p o s i t i o n   m i m i c k e d
 p u b l i s h e d d a t a   o f W T   r o o t s  ( T h o m a s   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) , b u t   o n l y   f o r   O X 7 6 0 - 6   ( F i g u r e   9 ) w h e r e
 s o l u b l e   w a x e s   i n c r e a s e d   a l o n g   t h e   r o o t   a x i s ,   h o w e v e r   i n c r e a s e s   w e r e   n o t   s t a t i s t i c a l l y
 s i g n i f i c a n t .  R e g a r d l e s s   o f   t h e   l a c k   o f   s i g n i f i c a n c e ,   t h e   s o l u b l e   w a x   c o n t a i n s   u n -
 p o l y m e r i z e d   a l k a n e s ,   f a t t y a c i d s   a n d   a l c o h o l s   t h e   a c t u a l   a m o u n t   o f   w h i c h   i n   t h e   c a s e   o f
 h a i r y   r o o t s   m a y   v a r y   b e t w e e n   d i s t a n c e s   f r o m   t h e   r o o t   t i p .     F u r t h e r m o r e ,   a s   m e n t i o n e d
 e a r l i e r ,   s o y b e a n   W T   r o o t s   w i t h   h i g h e r   a m o u n t s   o f   i n s o l u b l e   p o l y ( a l i p h a t i c )   s u b e r i n   w e r e
 m o r e   r e s i s t a n t   t o   p a t h o g e n   i n f e c t i o n ,   t h e r e f o r e ,   i t   c a n   b e   e x p e c t e d   t h a t   h a i r y   r o o t s
 g r o w i n g   i n   a n   a r t i f i c i a l   m e d i u m   m a y   n o t   h a v e   t h e   s a m e   a m o u n t   o f   s o l u b l e   w a x e s   s i n c e   i t
 m a y   b e   c o n s i d e r e d   m o r e   p l a s t i c   t o   a   c h a n g i n g   e n v i r o n m e n t .
 4 4
 F i g u r e   9 :  Q u a n t i f i c a t i o n   o f   s u b e r i n   s o l u b l e   w a x e s   i n   i s o l a t e d   s o y b e a n   h a i r y   r o o t   t i s s u e s .
 E p i d e r m a l   a n d   e n d o d e r m a l   t i s s u e s   w e r e   i s o l a t e d   f r o m   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   s e p a r a t e d   i n t o
 3   s e g m e n t s ,   0 - 4 ,   4 - 8   a n d   8 - 1 2   c m .     S o l u b l e   w a x e s   w e r e   i s o l a t e d   b y   s o l v e n t   e x t r a c t i o n .
 T o t a l   s u b e r i n   s o l u b l e   w a x w a s   m e a s u r e d   u s i n g   G C - M S   a n d   d a t a   a r e   e x p r e s s e d   o n   b a s i s   o f
 r o o t   o r   e n d o d e r m a l   s u f a c e   a r e a .     B a r s   r e p r e s e n t   a v e r a g e   –   S E   o f   t h r e e   r e p l i c a t e s .     N o
 s i g n i f i c a n t   d i f f e r e n c e s   w e r e   f o u n d   ( P   =   0 . 2 3 5 ) .
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 3 . 5  H a i r y   r o o t    p a t h o g e n   i n t e r a c t i o n s
 A s   a   f i n a l   s t e p   i n   i n v e s t i g a t i n g   t h e   a p p r o p r i a t e n e s s   o f   h a i r y   r o o t s   a s a   m o d e l   f o r
 s o y b e a n   W T   r o o t s ,   I a n a l y z e d   t h e   i n t e r a c t i o n   b e t w e e n   r o o t   a n d   p a t h o g e n .     S i n c e   O X 7 6 0 -
 6   h a i r y   r o o t s   h a d   h i g h e r   l e v e l s   o f   s u b e r i n ,   w h i c h   w e r e c o m p a r a b l e   t o   W T   r o o t s ,   a n d   h a v e
 m o r e   s t r u c t u r a l   i n t e g r i t y c o m p a r e d   t o   C o n r a d ,   o n l y   t h e   O X 7 6 0 -     h a i r y   r o o t s   w e r e   u s e d
 f o r   t h i s   s t u d y .     H a i r y   r o o t s   w e r e   e x p o s e d   t o   a   z o o s p o r e   s u s p e n s i o n   a n d   i n c u b a t e d   f o r
 d i f f e r e n t   t i m e s .     I f o u n d   t h a t   a t   2   h   z o o s p o r e s   h a d   n o t   a t t a c h e d   t o   t h e   e p i d e r m a l   c e l l   w a l l s
 i n   p r e p a r a t i o n   f o r   g e r m i n a t i o n .     T h i s   i s   i n   c o n t r a s t   t o   e x p e r i m e n t s   w i t h   W T   r o o t s ,   w h e r e
 z o o s p o r e   a t t a c h m e n t   w a s   o b s e r v e d   a t   t h i s   t i m e   p o i n t ( R a n a t h u n g e   e t   a l . ,   2 0 0 8 ) .     A t   4   h
 h o w e v e r ,   z o o s p o r e s   h a d   a t t a c h e d   a n d   s h o w e d   e v i d e n c e   o f   g e r m i n a t i o n   ( F i g u r e   1 0 A ) .
 F i n a l l y ,   w i t h i n   2 2   h   z o o s p o r e s   h a d   p e n e t r a t e d   t h e   e p i d e r m i s   a n d   e v i d e n c e   o f   h y p h a l
 g r o w t h   w a s   s e e n   b e t w e e n   c o r t i c a l   c e l l s   ( F i g u r e   1 0 B ,   C ) .     T h i s   i s   i n   c o n t r a s t   t o   W T   r o o t s
 w h e r e i n   2 4   h   p o s t   i n o c u l a t i o n   h y p h a l   g r o w t h   h a s   r e a c h e d   t h e   e n d o d e r m i s   ( R a n a t h u n g e   e t
 a l . ,   2 0 0 8 ) .     T h i s   d i f f e r e n c e   c o u l d   b e   d u e   t o   t h e   f a c t   t h a t   h a i r y   r o o t s   h a v e   l a r g e   a i r   s p a c e s
 b e t w e e n   c o r t i c a l   c e l l s   ( F i g u r e   5 ) ,   w h i c h   m a y   i m p e d e   t h e   p r o g r e s s   o f   i n f e c t i o n .     H o w e v e r ,
 d e s p i t e   t h i s   i t   w a s   e v i d e n t   t h a t  P .   s o j a e i n f e c t i o n   o f   h a i r y   r o o t s   f o l l o w e d   a   s i m i l a r   p a t t e r n
 t o   t h a t   i n   W T   r o o t s ,   a l b e i t   i t   w a s   s l o w e r .     T h i s   i s   i m p o r t a n t   b e c a u s e   i n   o r d e r   t o   a s s e s s   t h e
 e f f e c t   o f   t h e   c h a n g e   i n   s u b e r i n   l e v e l s   o b t a i n e d   t h r o u g h   g e n e t i c   m a n i p u l a t i o n   w e   w i l l
 r e q u i r e   a   p a t h o g e n i c i t y   t e s t ,   w h i c h   i n   t h i s   c a s e ,   w i l l   i n v o l v e P .   s o j a e i n f e c t i o n .     W i t h   a
 b a s e l i n e   i n f e c t i o n   p r o g r e s s   w e   c a n   a s s e s s   a n y   c h a n g e   i n   i n f e c t i o n   w h e n   s u b e r i n   l e v e l s   a r e
 m a n i p u l a t e d .
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 F i g u r e   1 0 :   D e v e l o p m e n t   o f P h y t o p h t h o r a   s o j a e i n   s o y b e a n   r o o t s .     F r e e h a n d   c r o s s
 s e c t i o n s   o f   1 2 - 1 4   c m   l o n g   h a i r y   r o o t s   o f   O X 7 6 0 - 6   t a k e n   1   c m   f r o m   t h e   r o o t   t i p .     A ,   4   h
 a f t e r   i n c u b a t i o n   z o o s p o r e s   a t t a c h e d   a n d   b e g i n n i n g   t o   g e r m i n a t e   ( a r r o w s ) .     B ,   2 2   h   a f t e r
 i n c u b a t i o n   z o o s p o r e   g e r m i n a t e d   a n d   h y p h a l   g r o w t h   h a s   p e n e t r a t e d e p i d e r m i s   a n d   i s
 p r o g r e s s i n g   b e t w e e n   c o r t i c a l   c e l l s   ( a r r o w s ) .     C ,   A t   2 2   h   h a u s t o r i a   i n   c o r t i c a l   c e l l s
 ( a r r o w s ) .     B a r s   =   5 0   µ m .
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 C H A P T E R   4 :   C O N C L U S I O N S   A N D   F U T U R E   D I R E C T I O N S
 T h r o u g h   t h i s   e x p e r i m e n t a l   w o r k   I h a v e   f o u n d   t h a t   h a i r y   r o o t s   a r e   s i m i l a r   t o   W T
 r o o t s   w h e r e   r o o t   a n a t o m y ,   s u b e r i n   h i s t o c h e m i s t r y ,   s u b e r i n   c h e m i s t r y   a n d   d e p o s i t i o n   a n d
 r e s p o n s e   t o   p a t h o g e n   a t t a c k   a r e   c o n c e r n e d .     E v e n   t h o u g h   d i f f e r e n c e s   b e t w e e n   s o y b e a n
 c u l t i v a r s   C o n r a d   a n d   O X 7 6 0 - 6   a r e   o p p o s i t e   t o   t h o s e   f o u n d   i n   W T   r o o t s ,   h a i r y   r o o t s c a n
 s t i l l  b e   u s e d a s   a   s y s t e m   m i m i c k i n g   W T   r o o t s   s i n c e   t h e   a n a t o m y ,   h i s t o c h e m i s t r y   a n d
 p a t h o g e n   r e s p o n s e   h a s   b e e n   d o c u m e n t e d   e x p e r i m e n t a l l y .     W i t h   t h i s   i n f o r m a t i o n a n d
 s y s t e m , s u b e r i n   l e v e l s c a n   n o w   b e   m a n i p u l a t e d ,   i n   p a r t i c u l a r , l e v e l s   o f   S P A D c a n   b e
 c h a n g e d .     F o r   t h i s ,   R N A   i n t e r f e r e n c e   ( R N A i )   k n o c k d o w n   e x p e r i m e n t s   c a n   b e   c o n d u c t e d
 w h i c h   c a n   d o w n   r e g u l a t e G m F  AÉ  H  t r a n s c r i p t i o n   a n d   a c t i v i t y ,  w h i c h   l i m i t s   t h e
 p r o d u c t i o n   o f   t h e   S P A D .     F o r   e x a m p l e ,   Y i   e t   a l .   ( 2 0 1 0 )   h a v e   s u c c e s s f u l l y   d o w n   r e g u l a t e d
 G m M Y B 1 7 6 i n  s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   v i a   R N A i   l e a d i n g   t o   d e c r e a s e d   i s o f l a v o n o i d
 p r o d u c t i o n .  C o n v e r s e l y ,   S P A D   l e v e l s   c o u l d   p o t e n t i a l l y   b e   e n h a n c e d   t h r o u g h   t h e   u p -
 r e g u l a t i o n   o f G m F  AÉ  H  g e n e s .
 L i n   e t   a l .   ( 2 0 1 1 ) h a v e   d e v e l o p e d   a   n e w   p l a n t   t r a n s f o r m a t i o n   v e c t o r f o r  A .
 r h i z o g e n e s ,  p H a i r y R e d ,   w h i c h   c a n   b e   u s e d   o n   s o y b e a n   p l a n t s .  I  t   o f f e r s   g r e a t e r   d e t e c t i o n
 c a p a b i l i t y   o f  A .   r h i z o g e n e s t r a n s f o r m e d   r o o t s   i n c e t r a n s f o r m e d   r o o t s   a p p e a r   r e d   u n d e r
 u l t r a v i o l e t   l i g h t   d u e   t o e x p r e s s i o n   o f t h e  D s R e d 2 g e n e .     E s s e n t i a l l y , p H a i r y R e d ,   h a s   b e e n
 e n g i n e e r e d   w i t h   t h e   c a p a c i t y   t o   c a r r y   f o r e i g n   g e n e s   s e p a r a t e   f r o m   t h e   n a t i v e   R i   p l a s m i d .
 T h i s   c a n   p o t e n t i a l l y   b e   u s e d   i n   c o n j u n c t i o n   w i t h R N A i   t o   d o w n r e g u l a t e G m F AÉ H  ,  o r  a
 s t r o n g   p r o m o t e r ,   s u c h   a s   C a u l i f l o w e r   m o s a i c   v i r u s   p r o m o t e r   ( C a M V   3 5 S ) ,   c a n   b e   u s e d t o
 u p - r e g u l a t e   i t .
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 A d d i t i o n a l l y ,   a   d i f f e r e n t   p a t h o g e n i c i t y   t e s t   c o u l d   b e   e m p l o y e d   i n   w h i c h   a   v i s u a l
 t e s t   o f   t h e   e f f e c t   o f   c h a n g e d   s u b e r i n   l e v e l s   o n   h a i r y   r o o t   r e s i s t a n c e   i s   u s e d   r a t h e r   t h a n   o n e
 t h a t   r e l i e s   o n   s e c t i o n i n g   a n d   a   m i c r o s c o p e .     F o r   e x a m p l e ,   i n c u b a t i n g   g e n e t i c a l l y   m o d i f i e d
 h a i r y   r o o t s   w i t h   z o o s p o r e   s u s p e n s i o n s   a n d   m o n i t o r i n g   r o o t s   f o r   n e c r o s i s   a n d   l e s i o n s
 c a u s e d   b y P .   s o j a e c a n   b e   a n   a l t e r n a t e   m e t h o d   o f   t e s t i n g   t h e   e f f e c t   o f   g e n e t i c
 m a n i p u l a t i o n .     S u c h   w o r k   h a s   p r o v e d   t o   b e   u s e f u l   i n   t h i s   p a t h o s y s t e m   w h e n   t h e
 e x p r e s s i o n   o f   o t h e r   r o o t   s p e c i f i c   g e n e s   h a v e   b e e n   m a n i p u l a t e d   ( G r a h a m   e t   a l . ,   2 0 0 7 ) .
 I n   e s s e n c e ,   i f   m a n i p u l a t e d   l e v e l s   o f   s u b e r i n   a f f e c t P .   s o j a e p a t h o g e n i c i t y   i n
 s o y b e a n   h a i r y   r o o t s ,   t h e n   t h i s   w i l l   f u r t h e r   s u p p o r t   t h e   h y p o t h e s i s   t h a t   s u b e r i n   c o n t r i b u t e s
 t o   s o y b e a n   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   a g a i n s t   t h i s   p a t h o g e n .
 4 9
 B I B L I O G R A P H Y
 A n d e r s o n ,   T .   a n d   B u z z e l l ,   R .   1 9 9 2 .   I n h e r i t a n c e   a n d   l i n k a g e   o f   t h e R p s 7 g e n e   f o r
 r e s i s t a n c e   t o P h y t o p h t h o r a s o j a e r o t   o f   s o y b e a n .   P l a n t   D i s . 7 6 ( 9 ) :   9 5 8 - 9 5 9 .
 B a j j i ,  M . ,   G a s t i n y ,   F . ,   a n d   d u   J a r d i n ,   P .   2 0 0 5 .   P o t a t o   t u b e r   s p r o u t i n g   a n d   w o u n d - h e a l i n g :
 t h e   e f f e c t   o f   a   c a t a l a s e   i n h i b i t o r .   P r o c e e d i n g s   o f   t h e   M e e t i n g   o f   t h e   P h y s i o l o g y
 S e c t i o n   o f   t h e   E u r o p e a n   A s s o c i a t i o n   f o r   P o t a t o   R e s e a r c h . 6 8 4 :   3 1 - 3 6 .
 B a r r o s - T i m m o n s ,   A . ,   L o p e s ,   M . H . ,   P a s c o a l   N e t o ,   C . ,   D h a n a b a l a n ,   A . ,   a n d   O l i v e i r a ,   O . N . ,
 J r .   2 0 1 0 .   L a n g m u i r   m o n o l a y e r s   o f   f r a c t i o n s   o f   c o r k   s u b e r i n   e x t r a c t .   C o l l o i d   S u r f .   B -
 B i o i n t e r f a c e s . 7 9 ( 2 ) :   5 1 6 - 5 2 0 .   d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . c o l s u r f b . 2 0 1 0 . 0 4 . 0 0 6 .
 B e r n a r d s ,   M .   2 0 0 2 .   D e m y s t i f y i n g   s u b e r i n .   C a n .   J .   B o t . - R e v .   C a n .   B o t . 8 0 ( 3 ) :   2 2 7 - 2 4 0 .
 d o i : 1 0 . 1 1 3 9 / B 0 2 - 0 1 7 .
 B e r n a r d s ,   M .   a n d   L e w i s ,   N .   1 9 9 8 .   T h e   m a c r o m o l e c u l a r   a r o m a t i c   d o m a i n   i n   s u b e r i z e d
 t i s s u e :   A   c h a n g i n g   p a r a d i g m .   P h y t o c h e m i s t r y . 4 7 ( 6 ) :   9 1 5 - 9 3 3 .   d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 0 0 3 1 -
 9 4 2 2 ( 9 8 ) 8 0 0 5 2 - 6 .
 B e t t i n i ,  P . ,   M i c h e l o t t i ,   S . ,   B i n d i ,   D . ,   G i a n n i n i ,   R . ,   C a p u a n a ,   M . ,   a n d   B u i a t t i ,   M .   2 0 0 3 .
 P l e i o t r o p i c   e f f e c t   o f   t h e   i n s e r t i o n   o f   t h e A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s r o l D  g e n e   i n
 t o m a t o   ( L y c o p e r s i c o n   e s c u l e n t u m M i l l . ) .   T h e o r .   A p p l .   G e n e t . 1 0 7 ( 5 ) :   8 3 1 - 8 3 6 .
 d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 1 2 2 - 0 0 3 - 1 3 2 2 - 0 .
 B o l l e r ,   T .   a n d   F e l i x ,   G .   2 0 0 9 .   A   r e n a i s s a n c e   o f   e l i c i t o r s :   p e r c e p t i o n   o f   m i c r o b e -
 a s s o c i a t e d   m o l e c u l a r   p a t t e r n s   a n d   d a n g e r   s i g n a l s   b y   p a t t e r n - r e c o g n i t i o n   r e c e p t o r s .
 5 0
 A n n u .   R e v .   P l a n t   B i o l . 6 0 ( 6 ) :   3 7 9 - 4 0 6 .   d o i :
 1 0 . 1 1 4 6 / a n n u r e v . a r p l a n t . 5 7 . 0 3 2 9 0 5 . 1 0 5 3 4 6 .
 B r u n d r e t t ,   M . ,   K e n d r i c k ,   B . ,   a n d   P e t e r s o n ,   C .   1 9 9 1 .   E f f i c i e n t   l i p i d   s t a i n i n g   i n   p l a n t -
 m a t e r i a l   w i t h   S u d a n   R e d - 7 b   o r  F l u o r o l  Y e l l o w  - 0 8 8   i n   p o l y e t h y l e n e   g l y c o l -  g l  y c e r o l .
 B i o t e c h .   H i s t o c h e m . 6 6 ( 3 ) :   1 1 1 - 1 1 6 .   d o i : 1 0 . 3 1 0 9 / 1 0 5 2 0 2 9 9 1 0 9 1 1 0 5 6 2 .
 B u r n h a m ,   K . , D o r r a n c e ,   A . ,   V a n T o a i ,   T . ,   a n d   M a r t i n ,   S .   2 0 0 3 .   Q u a n t i t a t i v e   t r a i t   l o c i   f o r
 p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o P h y t o p h t h o r a   s o j a e i n   s o y b e a n .   C r o p   S c i . 4 3 ( 5 ) :   1 6 1 0 -  1 6 1 7 .
 B u z z e l l ,   R .   a n d   A n d e r s o n ,   T .   1 9 8 2 .   P l a n t   l o s s   r e s p o n s e   o f   s o y b e a n   c u l t i v a r s   t o
 P h y t o p h t h o r a m e g a s p e r m a f . s p .  g l y c i n e s  u n d e r   f i e l d   c o n d i t i o n s .   P l a n t   D i s . 6 6 ( 1 2 ) :
 1 1 4 6 - 1 1 4 8 .
 C a n a d i a n   G r a i n   C o m m i s s i o n .   2 0 1 2 .   C a n a d i a n   G r a i n   E x p o r t s   [ o n l i n e ] .   A v a i l a b l e   f r o m
 h t t p : / / w w w . g r a i n s c a n a d a . g c . c a / s t a t i s t i c s - s t a t i s t i q u e s / c g e -    c g / c g e m - m e c g -  e n g . h t m
 [ a c c e s s e d   1 6   M a y   2 0 1 2 ] .
 C a n t o - C a n c h e ,   B .   a n d   L o y o l a -  V a r g a s ,   V .   1 9 9 9 .   C h e m i c a l s   f r o m   r o o t s ,   h a i r y   r o o t s ,   a n d
 t h e i r   a p p l i c a t i o n .   A d v .   E x p .   M e d .   B i o l . 4 6 4 :   2 3 5 - 2 7 5 .
 C a o ,   D . ,   H o u ,   W . ,   S o n g ,   S . ,   S u n ,   H . ,   W u ,   C . ,   G a o ,   Y . ,   a n d   H a n ,   T .   2 0 0 9 .   A s s e s s m e n t   o f
 c o n d i t i o n s   a f f e c t i n g A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s - m e d i a t e d   t r a n s f o r m a t i o n   o f   s o y b e a n .
 P l a n t   C e l l   T i s s u e   O r g a n   C u l t . 9 6 ( 1 ) :   4 5 - 5 2 .   d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 1 2 4 0 -   0 8 - 9 4 5 8 - x .
 5 1
 C h o ,   H . J . ,   N o e l ,   G . R . ,   F a r r a n d ,   S . K . ,   E g g e t t ,   T . ,   a n d   W i d h o l m ,   J . M .   2 0 0 0 .   P r o p a g a t i o n   o f
 t h e   s o y b e a n   c y s t   n e m a t o d e   o n   h a i r y   r o o t s   a n d   e x p r e s s i o n   o f   r e s i s t a n c e   i n   t r a n s g e n i c
 r o o t s .   J .   N e m a t o l . 3 2 ( 4 ) :   4 2 4 .
 C l a r k s o n ,   D . T .   a n d   R o b a r d s ,   A . W .     1 9 7 5 .   T h e   e n d o d e r m i s ,   i t s   s t r u c t u r a l   d e v e l o p m e n t   a n d
 p h y s i o l o g i c a l   r o l e . I n  T h e   d e v e l o p m e n t   a n d   f u n c t i o n   o f   r o o t s . E d i t e d   b y J . G .   T o r r e y
 a n d   D . T   C l a r k s o n .   4 1 5   4 3 6 .   A c a d e m i c   P r e s s ,   L o n d o n ,   N e w   Y o r k ,   S a n   F r a n c i s c o .
 C o l l ,   N . S . ,   E p p l e ,   P . ,   a n d   D a n g l ,   J . L .   2 0 1 1 .   P r o g r a m m e d   c e l l   d e a t h   i n   t h e   p l a n t   i m m u n e
 s y s t e m .   C e l l   D e a t h   D i f f e r . 1 8 ( 8 ) :   1 2 4 7 - 1 2 5 6 .   d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / c d d . 2 0 1 1 . 3 7 .
 D i c k ,   M . W .   1 9 6 9 .   M o r p h o l o g y   a n d   t a x o m o m y   o f   t h e   o o m y c e t e s ,   w i t h   s p e c i a l   r e f e r e n c e
 t o   S a p r o l e g n i a c e a e ,   L e p t o m i t a c e a e   a n d   P y t h i a c e a e .   N e w   P h y t o l . 6 8 ( 3 ) :   7 5 1 - 7 7 5 .
 D i o u f ,   D . ,   G h e r b h i ,   H . ,   P r i n ,   Y . ,   F r a n c h e ,   C . ,   D u h o u x ,   E . ,   a n d   B o g h o u z ,   D .   1 9 9 5 .   H a i r y
 r o o t   n o d u l a t i o n   o f C a s u a r i n a   g l a u c a  -  a   s y s t e m   f o r   t h e   s t u d y   o f   s y m b i o t i c   g e n e -
 e x p r e s s i o n   i n   a n   a c t i n o r h i z a l   t r e e .   M o l .   P l a n t - M i c r o b e   I n t e r a c t . 8 ( 4 ) :   5 3 2 - 5 3 7 .
 d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / M P M I - 8 - 0 5 3 2 .
 D o r f f ,   E .   2 0 0 9 .   T h e   s o y b e a n ,   a g r i c u l t u r e  s   j a c k - o f  - a l l  - t r a d e s ,   i s   g a i n i n g   g r o u n d   a c r o s s
 C a n a d a .   C a n a d i a n   A g r i c u l t u r e   a t   a   G l a n c e .   S t a t i s t i c s   C a n a d a   C a t a l o g u e   n o .   9 6 - 3 2 5 -
 X I E .
 D o r r a n c e ,   A .   a n d   S c h m i t t h e n n e r ,   A .   2 0 0 0 .   N e w   s o u r c e s   o f   r e s i s t a n c e   t o P h y t o p h t h o r a
 s o j a e i n   t h e   s o y b e a n   p l a n t   i n t r o d u c t i o n s .   P l a n t   D i s . 8 4 ( 1 2 ) :   1 3 0 3 - 1 3 0 8 .
 d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / P D I S . 2 0 0 0 . 8 4 . 1 2 . 1 3 0 3 .
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 D o r r a n c e ,   A . ,   M c C l u r e ,   S . ,   a n d   M a r t i n ,   S .   2 0 0 3 .   E f f e c t   o f   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   o n
 P h y t o p h t h o r a   s t e m   r o t   i n c i d e n c e   a n d   y i e l d   o f   s o y b e a n   i n   O h i o .   P l a n t   D i s . 8 7 ( 3 ) :   3 0 8 -
 3 1 2 .   d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / P D I S . 2 0 0 3 . 8 7 . 3 . 3 0 8 .
 D o y l e ,   E .   a n d   L a m b e r t ,   K .   2 0 0 3 . M e l o i d o g y n e   j a v a n i c a  c h o r i s m a t e   m u t a s e   1   a l t e r s   p l a n t
 c e l l   d e v e l o p m e n t .   M o l .   P l a n t - M i c r o b e   I n t e r a c t . 1 6 ( 2 ) :   1 2 3 - 1 3 1 .
 d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / M P M I . 2 0 0 3 . 1 6 . 2 . 1 2 3 .
 D u a n ,   H .   a n d   S c h u l e r ,   M .   2 0 0 5 .   D i f f e r e n t i a l   e x p r e s s i o n   a n d   e v o l u t i o n   o f   t h e A r a b i d o p s i s
 C Y P 8 6 A   s u b f a m i l y .   P l a n t   P h y s i o l . 1 3 7 ( 3 ) :   1 0 6 7 - 1 0 8 1 .   d o i : 1 0 . 1 1 0 4 / p p . 1 0 4 . 0 5 5 7 1 5 .
 E n s t o n e ,   D . ,   P e t e r s o n ,   C . ,   a n d   M a ,   F .   2 0 0 2 .   R o o t   e n d o d e r m i s   a n d   e x o d e r m i s :   S t r u c t u r e ,
 f u n c t i o n ,   a n d   r e s p o n s e s   t o   t h e   e n v i r o n m e n t .   J .   P l a n t   G r o w t h   R e g u l . 2 1 ( 4 ) :   3 3 5 - 3 5 1 .
 d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 3 4 4 - 0 0 3 - 0 0 0 2 - 2 .
 E r w i n ,   D . C .   a n d   R i b i e r o ,   O . K .   1 9 9 6 .   P h y t o p h t h o r a   d i s e a s e s   w o r l d w i d e .   S t .   P a u l ,   M N :
 A P S   P r e s s .
 E s a u ,   K .   1 9 7 7 .   A n a t o m y   o f   s e e d   p l a n t s .   J o h n   W i l e y   a n d   S o n s ,   N e w   Y o r k .
 F e r n a n d e z ,   L . ,   S i l v a n i ,   V . ,   B o m p a d r e ,   J . ,   P e r g o l a ,   M . ,   a n d   G o d e a s ,   A .   2 0 0 9 .   T r a n s f o r m e d
 s o y b e a n   ( G l y c i n e   m a x ) r o o t s   a s   a   t o o l   f o r   t h e   s t u d y   o f   t h e   a r b u s c u l a r   m y c o r r h i z a l
 s y m b i o s i s .   W o r l d   J .   M i c r o b i o l .   B i o t e c h n o l . 2 5 ( 1 0 ) :   1 8 5 7 - 1 8 6 3 .
 d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 1 2 7 4 - 0 0 9 - 0 0 6 5 - 8 .
 G r a c a ,   J .   a n d   P e r e i r a ,   H .   1 9 9 7 .   C o r k   s u b e r i n :   A   g l y c e r y l   b a s e d   p o l y e s t e r .   H o l z f o r s c h u n g .
 5 1 ( 3 ) :   2 2 5 - 2 3 4 .   d o i : 1 0 . 1 5 1 5 / h f s g . 1 9 9 7 . 5 1 . 3 . 2 2 5 .
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 G r a h a m ,   T . L . ,   G r a h a m ,   M . Y . ,   S u b r a m a n i a n ,   S . ,   a n d   Y u ,   O .   2 0 0 7 .   R N A i   s i l e n c i n g   o f
 g e n e s   f o r   e l i c i t a t i o n   o r   b i o s y n t h e s i s   o f   5 - d e o x y i s o f l a v o n o i d s   s u p p r e s s e s   r a c e - s p   c i f i c
 r e s i s t a n c e   a n d   h y p e r s e n s i t i v e   c e l l   d e a t h i n  P y t o p h t h o r a   s o j a e i n f e c t e d   t i s s u e s .   P l a n t
 P h y s i o l .  1 4 4 ( 2 ) :   7 2 8 - 7 4 0 .   d o i : 1 0 . 1 1 0 4 / p p . 1 0 7 . 0 9 7 8 6 5 .
 H a n ,   Y . ,   T e n g ,   W . ,   Y u ,   K . ,   P o y s a ,   V . ,   A n d e r s o n ,   T . ,   Q i u ,   L . ,   L i g h t f o o t ,   D . A . ,   a n d   L i ,   W .
 2 0 0 8 .   M a p p i n g   Q T L   t o l e r a n c e   t o   P h y t o p h t h o r a   r o o t   r o t   i n   s o y b e a n   u s i n g
 m i c r o s a t e l l i t e   a n d   R A P D / S C A R   d e r i v e d   m a r k e r s .   E u p h y t i c a . 1 6 2 ( 2 ) :   2 3 1 - 2 3 9 .
 d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 0 6 8 1 - 0 0 7 - 9 5 5 8 - 4 .
 H a y a s h i ,   S . ,   G r e s s h o f f ,   P . M . ,   a n d   K i n k e m a ,   M .   2 0 0 8 .   M o l e c u l a r   a n a l y s i s   o f
 l i p o x y g e n a s e s   a s s o c i a t e d   w i t h   n o d u l e   d e v e l o p m e n t   i n   s o y b e a n .   M o l .   P l a n t -  M  i c r o b e
 I n t e r a c t . 2 1 ( 6 ) :   8 4 3 - 8 5 3 .   d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / M P M I - 2 1 - 6 - 0 8 4 3 .
 H e f f e r   L i n k ,   V . ,   P o w e l s o n ,   M . L   a n d   J o h n s o n ,   K . B .   2 0 0 2 .   O o m y c e t e s .   T h e   P l a n t   H e a l t h
 I n s t r u c t o r .   d o i :   1 0 . 1 0 9 4 / P H I -  I  - 2 0 0 2 - 0 2 2 5 - 0 1 .
 K a n g ,   T .   a n d   Y a n g ,   M .   2 0 0 4 .   R a p i d   a n d   r e l i a b l e   e x t r a c t i o n   o f   g e n o m i c   D N A   f r o m
 v a r i o u s   w i l d - t y p e   a n d   t r a n s g e n i c   p l a n t s .   B M C   B i o t e c h n o l . 4 :   2 0 .   d o i : 1 0 . 1 1 8 6 / 1 4 7 2 -
 6 7 5 0 - 4 - 2 0 .
 K a u f m a n n ,   M .   a n d   G e r d e m a n n , J .   1 9 5 8 .   R o o t   a n d   s t e m   r o t   o f   s o y b e a n   c   u s e d   b y
 P h y t o p h t h o r a   s o j a e  n .   s p .   P h y t o p a t h o l o g y . 4 8 ( 4 ) :   2 0 1 - 2 0 8 .
 K h a t r i ,   B . B . ,   T e g g ,   R . S . ,   B r o w n ,   P . H . ,   a n d   W i l s o n ,   C . R .   2 0 1 1 .   T e m p o r a l   a s s o c i a t i o n   o f
 p o t a t o   t u b e r   d e v e l o p m e n t   w i t h   s u s c e p t i b i l i t y   t o   c o m m o n   s c a b   a n d S t r e p t o m y c e s
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 s c a b i e s - i n d u c e d   r e s p o n s e s   i n   t h e   p o t a t o   p e r i d e r m .   P l a n t   P a t h o l . 6 0 ( 4 ) :   7 7 6 - 7 8 6 .
 d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 3 6 5 - 3 0 5 9 . 2 0 1 1 . 0 2 4 3 5 . x .
 K i m ,   Y .   S . ,   S o h ,   W .   Y . ,   1 9 9 6 .   A m y l o p l a s t   d i s t r i b u t i o n   i n   h a i r y   r o o t s   i n d u c e d   b y   i n f e c t i o n
 w i t h  A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s .   B i o l   S c i   S p a c e . 1 0 ( 2 ) :  1 0 2 - 1 0 4 .
 K o l a t t u k u d d y ,   P .   1 9 8 4 .   B i o c h e m i s t r y   a n d f  u n c t i o n   o f  c u t i n   a n d s u b e r i n .   C a n .   J .   B o t .
 6 2 ( 1 2 ) :   2 9 1 8 - 2 9 3 3 .
 K o t e l e s ,   J .   2 0 1 2 .   F a t t y   a c i d  É - h y d r o x y l a s e s   i n   s o y b e a n .   M .   S c .   T h e s i s ,   T h e   U n i v e r s i t y   o f
 W e s t e r n   O n t a r i o ,   L o n d o n ,   O n t .
 K o u c h i ,   H . ,   T a k a n e ,   K . ,   S o ,   R . ,   L a d h a ,   J . ,   a n d   R e d d y ,   P .   1 9 9 9 .   R i c e   E N O D 4 0 :   i s o l a t i o n
 a n d   e x p r e s s i o n   a n a l y s i s   i n   r i c e   a n d   t r a n s g e n i c   s o y b e a n   r o o t   n o d u l e s .   P l a n t   J . 1 8 ( 2 ) :
 1 2 1 - 1 2 9 .   d o i : 1 0 . 1 0 4 6 / j . 1 3 6 5 - 3 1 3 X . 1 9 9 9 . 0 0 4 3 2 . x .
 L i n ,   M . ,   G r e s s h o f f ,   P . M . ,   I n d r a s u m u n a r ,   A . ,   a n d   F e r g u s o n ,   B . J .   2 0 1 1 .   p H a i r y R e d :   A
 n o v e l   b i n a r y   v e c t o r   c o n t a i n i n g   t h e D s R e d 2 r e p o r t e r   g e n e   f o r   v i s u a l   s e l e c t i o n   o f
 t r a n s g e n i c   h a i r y   r o o t s .   M o l .   P l a n t . 4 ( 3 ) :   5 3 7 - 5 4 5 .   d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / m p / s s q 0 8 4 .
 L o z o v a y a ,   V . ,   L y g i n ,   A . ,   Z e r n o v a ,   O . ,   L i ,   S . ,   H a r t m a n ,   G . ,   a n d   W i d h o l m ,   J .   2 0 0 4 .
 I s o f l a v o n o i d   a c c u m u l a t i o n   i n   s o y b e a n   h a i r y   r o o t s   u p o n   t r e a t m e n t   w i t h  F u s a r i u m
 s o l a n i .   P l a n t   P h y s i o l .   B i o c h e m . 4 2 ( 7 - 8 ) :   6 7 1 - 6 7 9 .   d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j / p l a p h y . 2 0 0 4 . 0 6 . 0 0 7 .
 L u l a i ,   E .   a n d   C o r s i n i ,   D .   1 9 9 8 .   D i f f e r e n t i a l   d e p o s i t i o n   o f   s u b e r i n   p h e n o l i c   a n d   a l i p h a t i c
 d o m a i n s   a n d   t h e i r   r o l e s   i n   r e s i s t a n c e   t o   i n f e c t i o n   d u r i n g   p o t a t o t u b e r   ( S o l a n u m
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 t u b e r o s u m L . )   w o u n d - h e a l i n g .   P h y s i o l .   M o l .   P l a n t   P a t h o l . 5 3 ( 4 ) :   2 0 9 - 2 2 2 .
 d o i : 1 0 . 1 0 0 6 / p m p p . 1 9 9 8 . 0 1 7 9 .
 L u l a i ,   E .   a n d   M o r g a n ,   W .   1 9 9 2 .   H i s t o c h e m i c a l   p r o b i n g   o f  p o t a t o   p e r i d e r m   w i t h   n e u t r a l
 r e d  -  a   s e n s i t i v e   c y t o f l u o r o c h r o m e   f o r   t h e   h y d r o p h o b i c   d o m a i n   o f   s u b e r i n .   B i o t e c h .
 H i s t o c h e m . 6 7 ( 4 ) :   1 8 5 - 1 9 5 .   d o i : 1 0 . 3 1 0 9 / 1 0 5 2 0 2 9 9 2 0 9 1 1 0 0 6 5 .
 M a n d a l ,   S .   a n d   M i t r a ,   A .   2 0 0 8 .   A c c u m u l a t i o n   o f   c e l l   w a l l - b o u n d   p h e n o l i c   m e t a b o l i t e s
 a n d   t h e i r   u p l i f t m e n t   i n   h a i r y   r o o t   c u l t u r e s   o f   t o m a t o   ( L y c o p e r s i c o n   e s c u l e n t u m
 M i l l  . ) .   B i o t e c h n o l .   L e t t . 3 0 ( 7 ) :   1 2 5 3 - 1 2 5 8 .   d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 0 5 2 9 - 0 0 8 - 9 6 6 6 -  9 .
 M a t t i n e n ,   M . ,   F i l p p o n e n ,   I . ,   J a r v i n e n ,   R . ,   L i ,   B . ,   K a l l i o ,   H . ,   L e h t i n e n ,   P . ,   a n d
 A r g y r o p o u l o s ,   D .   2 0 0 9 .   S t r u c t u r e   o f   t h e   p o l y p h e n o l i c   c o m p o n e n t   o f   s u b e r i n   i s o l a t e d
 f r o m   p o t a t o   ( S o l a n u m t u b e r o s u m v a r .   N i k o l a ) .   J .   A g r i c .   F o o d   C h e m . 5 7 ( 2 0 ) :   9 7 4 7 -
 9 7 5 3 .   d o i : 1 0 . 1 0 2 1 / j f 9 0 2 0 8 3 4 .
 M e y e r ,   C . J . ,   P e t e r s o n ,   C . A . ,   a n d   B e r n a r d s ,   M . A .   2 0 1 1 .   A   c o m p a r i s o n   o f   s u b e r i n
 m o n o m e r s   f r o m   t h e   m u l t i s e r i a t e   e x o d e r m i s   o f I r i s   g e r m a n i c a d u r i n g   m a t u r a t i o n
 u n d e r   d i f f e r i n g   g r o w t h   c o n d i t i o n s .   P l a n t a . 2 3 3 ( 4 ) :   7 7 3 - 7 8 6 .   d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 4 2 5 -
 0 1 0 - 1 3 3 6 - 1 .
 M o r r i s ,   P .   a n d   W a r d ,   E .   1 9 9 2 .   C h e m o a t t r a c t i o n   o f   z o o s p o r e s   o f   t h e   s o y b e a n   p a t h o g e n ,
 P h y t o p h t h o r a   s o j a e ,   b y   i s o f l a v o n e s .   P h y s i o l .   M o l .   P l a n t   P a t h o l . 4 0 ( 1 ) :   1 7 - 2 2 .
 d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / 0 8   5 - 5 7 6 5 ( 9 2 ) 9 0 0 6 7 - 6 .
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 N i l s s o n ,   O   a n d   O l s s o n ,   O .   1 9 9 7 .   G e t t i n g   t o   t h e   r o o t :   T h e   r o l e   o f   t h e A g r o b a c t e r i u m
 r h i z o g e n e s   r o l g e n e s   i n   t h e   f o r m a t i o n   o f   h a i r y   r o o t s .   P h y s i o l .   P l a n t a r u m . 1 0 0 ( 3 ) :
 4 6 3 - 4 7 3 .   d o i :   1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 3 9 9 - 3 0 5 4 .   1 9 9 7 . t b 0 3 0 5 0 . x .
 O d e g a a r d ,   E . , N i e l s e n ,   K .   M . ,   B e i s v a g ,   T . ,   E v j e n ,   K . ,   J o h n s s o n ,   A . ,   R a s m u s s e n ,   O .   a n d
 I v e r s e n , T .   H . ,   1 9 9 7 .   A g r a v i t r o p i c   b e h a v i o u r   o f   r o o t s   o f   r a p e s e e d   ( B r a s s i c a   n a p u s
 L . )   t r a n s f o r m e d   b y A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s .   J .   G r a v i t   P h y s i o l . 4 ( 3 ) :  5 - 1 4 .
 O e r k e ,   E .   a n d   D e h n e ,   H .   2 0 0 4 .   S a f e g u a r d i n g   p r o d u c t i o n -  l o s s e s   i n   m a j o r   c r o p s   a n d   t h e
 r o l e   o f   c r o p   p r o t e c t i o n .   C r o p   P r o t . 2 3 ( 4 ) :   2 7 5 - 2 8 5 .
 d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . c r o p r o . 2 0 0 3 . 1 0 . 0 0 1 .
 P a r k ,   S .   a n d   F a c c h i n i ,   P .   2 0 0 0 . A g r o b a c t e r i u m r h i z o g e n e s - m e d i a t e d t r a n s f o r m a t i o n   o f
 o p i u m   p o p p y , P a p a v e r s o m n i f e r u m L . ,   a n d C a l i f o r n i a   p o p p y , E s c h s c h o l z i a
 c a l i f o r n i c a  C h a m . , r o o t   c u l t u r e s .   J .   E x p .   B o t .  5 1 ( 3 4 7 ) :   1 0 0 5 - 1 0 1 6 .
 P e r e s ,   L . ,   M o r g a n t e ,   P . ,   V e c c h i ,   C . ,   K r a u s ,   J . ,   a n d   v a n   S l u y s ,   M .   2 0 0 1 .   S h o o t
 r e g e n e r a t i o n   c a p a c i t y   f r o m   r o o t s   a n d   t r a n s g e n i c   h a i r y   r o o t s o f   t o m a t o   c u l t i v a r s   a n d
 w i l d   r e l a t e d   s p e c i e s .   P l a n t   C e l l   T i s s u e   O r g a n   C u l t . 6 5 ( 1 ) :   3 7 - 4 4 .
 d o i : 1 0 . 1 0 2 3 / A : 1 0 1 0 6 3 1 7 3 1 5 5 9 .
 P e t e r s o n ,   C .   a n d   E n s t o n e ,   D .   1 9 9 6 .   F u n c t i o n s   o f   p a s s a g e   c e l l s   i n   t h e   e n d o d e r m i s   a n d
 e x o d e r m i s   o f   r o o t s .   P h y s i o l .   P l a n t a r u m . 9 7 ( 3 ) :   5 9 2 - 5 9 8 .   d o i : 1 0 . 1 0 3 4 / j . 1 3 9 9 -
 3 0 5 4 . 1 9 9 6 . 9 7 0 3 2 3 . x .
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 P e t e r s o n ,  C . A . ,  P e t e r s o n   R . L  . ,  a n d  R o b a r d s ,  A  . W .   1 9 7 8 . A   c o r r e l a t e d   h i s t o c h e m i c a l   a n d
 u l t r a s t r u c t u r a l   s t u d y   o f   t h e   e p i d e r m i s   a n d   h y p o d e r m i s   o f   o n i o n
 r o o t s .  P r o t o p l a s m a .  9 6 :  1   2 1 .
 P o l z i n ,   K . ,   L o r e n z e n ,   L . ,   O l s o n , T . ,   a n d   S h o e m a k e r ,   R .   1 9 9 4 .   A n   u n u s u a l   p o l y m o r p h i c
 l o c u s   u s e f u l   f o r   t a g g i n g R p s 1 r e s i s t a n c e   a l l e l e s   i n   s o y b e a n .   T h e o r .   A p p l .   G e n e t .
 8 9 ( 2 - 3 ) :   2 2 6 - 2 3 2 .
 P o m a r ,   F . ,   N o v o ,   M . ,   B e r n a l ,   M . ,   M e r i n o ,   F . ,   a n d   B a r c e l o ,   A .   2 0 0 4 .   C h a n g e s   i n   s t e m
 l i g n i n s   ( m o n o m e r   c o m p o s i t i o n   a n d   c r o s s l i n k i n g )   a n d   p e r o x i d a s e   a r e   r e l a t e d   w i t h   t h e
 m a i n t e n a n c e   o f   l e a f   p h o t o s y n t h e t i c   i n t e g r i t y   d u r i n g V e r t i c i l l i u m  w i l t   i n  C a p s i c u m
 a n n u u m .   N e w   P h y t o l . 1 6 3 ( 1 ) :   1 1 1 - 1 2 3 .   d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 4 6 9 - 8 1 3 7 . 2 0 0 4 . 0 1 0 9 2 . x .
 R a n a t h u n g e ,   K . ,   T h o m a s ,   R . H . ,   F a n g ,   X . ,   P e t e r s o n ,   C . A . ,   G i j z e n ,   M . ,   a n d   B e r n a r d s ,   M . A .
 2 0 0 8 .   S o y b e a n   r o o t   s u b e r i n   a n d   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o   r o o t   r o t   c a u s e d   b y P h y t o p h t h o r a
 s o j a e .   P h y t o p a t h o l o g y . 9 8 ( 1 1 ) :   1 1 7 9 - 1 1 8 9 .   d o i : 1 0 . 1 0 9 4 / P H Y T O - 9 8 - 1 1 - 1 1 7 9 .
 R e a m ,   W .   2 0 0 9 . A g r o b a c t e r i u m   t u m e f a c i e n s a n d  A .  r h i z o g e n e s u s e   d i f f e r e n t   p r o t e i n s   t o
 t r a n s p o r t   b a c t e r i a l   D N A   i n t o   t h e   p l a n t   c e l l   n u c l e u s .   M i c r o b .   B i o t e c h n o l . 2 ( 4 ) :   4 1 6 -
 4 2 7 .   d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 7 5 1 - 7 9 1 5 . 2 0 0 9 . 0 0 1 0 4 . x .
 R i k e r ,   A . J . ,   B a n f i e l d ,   W . M . ,   W r i g h t ,   W . H . ,   K e i t t ,   G . W .   a n d   S a g e n ,   H . E .   1 9 3 0 .   S t u d i e s   o n
 i n f e c t i o u s   h a i r y   r o o t   o f   n u r s e r y   A p p l e   t r e e s .   J .   A g r i .   R e s . 4 1 ( 7 ) :   5 0 7 - 5 4 0 .
 S a n d h u ,   D . ,   G a o ,   H . ,   C i a n z i o ,   S . ,   a n d   B h a t t a c h a r y y a ,   M .   2 0 0 4 .   D e l e t i o n   o f   a   d i s e a s e
 r e s i s t a n c e   n u c l e o t i d e - b i n d i n g - s i t e   l e u c i n e - r i c h - r e p e a t - l i k e   s e q u e n c e   i s   a s s o c i a t e d
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 w i t h   t h e   l o s s   o f   t h e   P h y t o p h t h o r a   r e s i s t a n c e   g e n e R p s 4 i n   s o y b e a n .   G e n e t i c s . 1 6 8 ( 4 ) :
 2 1 5 7 - 2 1 6 7 .   d o i : 1 0 . 1 5 3 4 / g e n e t i c s . 1 0 4 . 0 3 2 0 3 7 .
 S c h r e i b e r ,   L . ,   H a r t m a n n ,   K . ,   S k r a b s ,   M . ,   a n d   Z e i e r ,   J .   1 9 9 9 .   A p o p l a s t i c   b a r r i e r s   i n   r o o t s :
 c h e m i c a l   c o m p o s i t i o n   o f   e n d o d e r m a l a n d   h y p o d e r m a l   c e l l   w a l l s .   J .   E x p .   B o t .
 5 0 ( 3 3 7 ) :   1 2 6 7 - 1 2 8 0 .   d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / j e x b o t / 5 0 . 3 3 7 . 1 2 6 7 .
 S c h u l e r ,   M .   a n d   W e r c k -  R e i c h h a r t ,   D .   2 0 0 3 .   F u n c t i o n a l   g e n o m i c s   o f   P 4 5 0 s .   A n n u .   R e v .
 P l a n t   B i o l .  5 4 :   6 2 9 - 6 6 7 .   d o i : 1 0 . 1 1 4 6 / a n n u r e v . a r p l a n t . 5 4 . 0 3 1 9 0 2 . 1 3 4 8 4 0 .
 S e k i ,   H . ,   N i s h i z a w a ,   T . ,   T a n a k a ,   N . ,   N i w a ,   Y . ,   Y o s h i d a ,   S . ,   a n d   M u r a n a k a ,   T .   2 0 0 5 .
 H a i r y   r o o t - a c t i v a t i o n   t a g g i n g :   A   h i g h - t h r o u g h p u t   s y s t e m   f o r   a c t i v a t i o n   t a g g i n g   i n
 t r a n s f o r m e d   h a i r y   r o o t s .   P l a n t   M o l .   B i o l . 5 9 ( 5 ) :   7 9 3 - 8 0 7 .   d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 1 1 0 3 - 0 0 5 -
 1 0 0 8 - x .
 S e r r a ,   O . ,   S o l e r ,   M . ,   H o h n ,   C . ,   S a u v e p l a n e ,   V . ,   P i n o t ,   F . ,   F r a n k e ,   R . ,   S c h r e i b e r ,   L . ,   P r a t ,
 S . ,   M o l i n a s ,   M . ,   a n d   F i g u e r a s ,   M .   2 0 0 9 . C Y P 8 6 A 3 3 - t a r g e t e d   g e n e   s i l e n c i n g   i n   p o t a t o
 t u b e r   a l t e r s   s u b e r i n   c o m p o s i t i o n ,   d i s t o r t s   s u b e r i n   l a m e l l a e ,   a n d   i m p a i r s   t h e
 p e r i d e r m ’ s   w a t e r   b a r r i e r   f u n c t i o n .   P l a n t   P h y s i o l . 1 4 9 ( 2 ) :   1 0 5 0 - 1 0 6 0 .
 d o i : 1 0 . 1 1 0 4 / p p . 1 0 8 . 1 2 7 1 8 3 .
 S h i h ,   S . M . a n d   D o r a n ,   P . M .   2 0 0 9 .   I n   v i t r o   p r o p a g a t i o n   o f   p l a n t   v i r u s   u s i n g   d i f f e r e n t
 f o r m s   o f   p l a n t   t i s s u e   c u l t u r e   a n d   m o d e s   o f   c u l t u r e   o p e r a t i o n .   J .   B i o t e c h n o l . 1 4 3 ( 3 ) :
 1 9 8 - 2 0 6 .   d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . j b i o t e c . 2 0 0 9 . 0 7 . 0 0 7 .
 T a n a k a ,   N .   1 9 9 7 . S t r a t e g y   f o r   t h e   p r o d u c t i o n   o f   s e c o n d a r y   m e t a b o l i t e s b y   p R i -
 t r a n s f o r m e d   r e g e n e r a n t s .   P l a n t   T i s s u e   C u l t .   B i o t e c h . 7 ( 3 ) :   1 2 8   1 3 7 .
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 T h o m a s ,   R . ,   F a n g ,   X . ,   R a n a t h u n g e ,   K . ,   A n d e r s o n ,   T . R . ,   P e t e r s o n , C . A . ,   a n d   B e r n a r d s ,
 M . A .   2 0 0 7 .   S o y b e a n   r o o t   s u b e r i n :   A n a t o m i c a l   d i s t r i b u t i o n ,   c h e m i c a l   c o m p o s i t i o n ,
 a n d   r e l a t i o n s h i p   t o   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o P h y t o p h t h o r a   s o j a e .   P l a n t   P h y s i o l . 1 4 4 ( 1 ) :
 2 9 9 - 3 1 1 .   d o i : 1 0 . 1 1 0 4 / p p . 1 0 6 . 0 9 1 0 9 0 .
 T o r r e y ,   J . G .   1 9 5 7 .   A u x i n   c o n t r o l   o f   v a s c u l a r   p a t t e r n   f o r m a t i o n   i n   r e g e n e r a t i n g   p e a   r o o t
 m e r i s t e m   g r o w n   i n   v i t r o .   A m .   J .   B o t . 4 4 ( 1 0 ) : 8 5 9 - 8 7 0 .
 T s u r o ,   M . ,   I k e d o ,   H . ,   a n d   K a t o ,   H .   2 0 0 9 .   E f f i c i e n t   g e n e t i c   t r a n s f o r m a t i o n   i n   L a v a n d i n
 u s i n g  A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s a s   v e c t o r .   J .   J p n .   S o c .   H o r t i c . S c i .  7 8 ( 2 ) :   2 3 6 - 2 4 1 .
 T u c k e r ,   D . M . ,   M a r o o f ,   M . A . S . ,   M i d e r o s ,   S . ,   S k o n e c z k a ,   J . A . ,   N a b a t i ,   D . A . ,   B u s s ,   G . R . ,
 H o e s c h e l e ,   I . ,   T y l e r ,   B . M . ,   S t   M a r t i n ,   S . K . ,   a n d   D o r r a n c e ,   A . E .   2 0 1 0 .   M a p p i n g
 q u a n t i t a t i v e   t r a i t   l o c i   f o r   p a r t i a l   r e s i s t a n c e   t o P h y t o p h t h o r a   s o j a e i  n   a   s o y b e a n
 i  n t e r s p e c i f   c   c r o s s .   C r o p   S c i . 5 0 ( 2 ) :   6 2 8 - 6 3 5 .   d o i : 1 0 . 2 1 3 5 / c r o p s c i 2 0 0 9 . 0 3 . 0 1 6 1 .
 T y l e r ,   B .   2 0 0 2 .   M o l e c u l a r   b a s i s   o f   r e c o g n i t i o n   b e t w e e n   P h y t o p h t h o r a   p a t h o g e n s   a n d   t h e i r
 h o s t s .   A n n u .   R e v .   P h y t o p a t h o l . 4 0 :   1 3 7 - 1 6 7 .
 d o i : 1 0 . 1 1 4 6 / a n n u r e v . p h y t o . 4 0 . 1 2 0 6 0 1 . 1 2 5 3 1 0 .
 T y l e r ,   B .   2 0 0 7 P h y t o p h t h o r a   s o j a e :   r o o t   r o t   p a t h o g e n   o f   s o y b e a n   a n d   m o d e l   o o m y c e t e .
 M o l e c .   P l a n t   P a t h o l . 8 ( 1 ) :   1 - 8 .   d o i :   1 0 . 1 1 1 / J . 1 3 6 4 - 3 7 0 3 . 2 0 0 6 . 0 0 3 7 3 . X .
 V i l j e v a c ,   M . ,   D u g a l i c ,   K . ,   S t o l f a ,   I . ,   D e r m i c , E . ,   C v j e t k o v i c ,   B . ,   S u d a r ,   R . ,   K o v a c e v i c ,   J . ,
 C e s a r ,   V . ,   L e p e d u s ,   H . ,   a n d J u r k o v i c ,   Z .   2 0 0 9 .   B i o c h e m i c a l   b a s i s   o f   a p p l e   l e a f
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 r e s i s t a n c e   t o E r w i n i a   a m y l o v o r a i  n f e c t i o n .   F o o d   T e c h n o l .   B i o t e c h n o l . 4 7 ( 3 ) :   2 8 1 -
 2 8 7 .
 W a d u w a r a ,   C . I . ,   W a l c o t t ,   S . E . ,   a n d   P e t e r s o n , C . A .   2 0 0 8 .   S u b e r i n   l a m e l l a e   o f   t h e   o n i o n
 r o o t   e n d o d e r m i s :   t h e i r   p a t t e r n   o f   d e v e l o p m e n t   a n d   c o n t i n u i t y .   B o t a n y . 8 6 ( 6 ) :   6 2 3 -
 6 3 2 .   d o i : 1 0 . 1 1 3 9 / B 0 8 - 0 3 8 .
 W e n g ,   C . ,   Y u ,   K . ,   A n d e r s o n ,   T . R . ,   a n d   P o y s a ,   V .   2 0 0 7 .   A   q u a n t i t a t i v e   t r a i t   l o c u s
 i n f l u e n c i n g   t o l e r a n c e   t o P h y t o p h t h o r a   r o o t   r o t   i n   t h e   s o y b e a n   c u l t i v a r   ’ C o n r a d ’ .
 E u p h y t i c a . 1 5 8 ( 1 - 2 ) :   8 1 -  8 6 .   d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 0 6 8 1 - 0 0 7 - 9 4 2 8 - 0 .
 W h i t e ,   F . ,   T a y l o r ,   B . ,   H u f f m a n ,   G . ,   G o r d o n ,   M . ,   a n d   N e s t e r ,   E .   1 9 8 5 .   M o l e c u l a r   a n d
 g e n e t i c - a n a l y s i s   o f   t h e   t r a n s f e r r e d   D N A   r e g i o n s   o f   t h e   r o   t - i n d u c i n g   p l a s m i d   o f
 A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s .   J .   B a c t e r i o l . 1 6 4 ( 1 ) :   3 3 - 4 4 .
 W i l s o n ,   C .   a n d   P e t e r s o n ,   C .   1 9 8 3 .   C h e m i c a l   c o m p o s i t i o n   o f   t h e   e p i d e r m a l ,   h y p o d e r m a l ,
 e n d o d e r m a l   a n d   i n t e r v e n i n g   c o r t i c a l   c e l l - w a l l s   o f   v a r i o u s   p l a n t - r o o t s .   A n n .   B o t .
 5 1 ( 6 ) :   7 5 9 - 7 6 9 .
 W r a t h e r ,   J . ,   S t i e n s t r a ,   W . ,   a n d   K o e n n i n g ,   S .   2 0 0 1 a .   S o y b e a n   d i s e a s e   l o s s   e s t i m a t e s   f o r   t h e
 U n i t e d   S t a t e s   f r o m   1 9 9 6   t o   1 9 9 8 .   C a n .   J .   P l a n t   P a t h o l . 2 3 ( 2 ) :   1 2 2 - 1 3 1 .
 W r a t h e r ,   J . ,   A n d e r s o n ,   T . ,   A r s y a d ,   D . ,   T a n ,   Y . ,   P l o p e r ,   L . ,   P o r t a - P u g l i a ,   A . ,   R a m ,   H . , a n d
 Y o r i n o r i ,   J .   2 0 0 1 b .   S o y b e a n   d i s e a s e   l o s s   e s t i m a t e s   f o r   t h e   t o p   t e n   s o y b e a n -  p r o d u c i n g
 c o u n t r i e s   i n   1 9 9 8 .   C a n .   J .   P l a n t   P a t h o l . 2 3 ( 2 ) :   1 1 5 - 1 2 1 .
 6 1
 Y a n g ,   W . a n d   B e r n a r d s ,   M . A .   2 0 0 6 .   W o u n d   i n d u c e d   m e t a b o l i s m   i n   p o t a t o   ( S o l a n u m
 t u b e r o s u m )   t u b e r s :   b i o s y n t h e s i s o f   a l i p h a t i c   d o m a i n   m o n o m e r s .   P l a n t S i g n a l i n g  a n d
 B e h a v i o r . 1 ( 2 ) :   5 9 - 6 6 .   d o i : 1 0 . 4 1 6 1 / p s b . 1 . 2 . 2 4 3 3 .
 Y i ,   J . ,   D e r y n c k ,   M . R . ,   L i ,   X . ,   T e l m e r ,   P . ,   M a r s o l a i s ,   F . ,   a n d   D h a u b h a d e l ,   S .   2 0 1 0 .   A
 s i n g l e - r e p e a t   M Y B   t r a n s c r i p t i o n   f a c t o r , G m M Y B 1 7 6 ,   r e g u l a t e s C H S 8 g e n e
 e x p r e s s i o n   a n d   a f f e c t s   i s o f l a v o n o i d   b i o s y n t h e s i s   i n   s o y b e a n .   P l a n t   J . 6 2 ( 6 ) :   1 0 1 9 -
 1 0 3 4 .   d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 3 6 5 - 3 1 3 X . 2 0 1 0 . 0 4 2 1 4 . x .
 Y o u n g ,   J . M . ,   K u y k e n d a l l ,   L . D . ,   M a r t i n e z - R o m e r o ,   E . ,   K e r r ,   A . ,   a n d   S a w a d a ,   H .   2 0 0 1 . A
 r e v i s i o n   o f   R h i z o b i u m   F r a n k   1 8 8 9 ,   w i t h   a n e m e n d e d   d e s c r i p t i o n   o f   t h e   g e n u s   a n d
 t h e   i n c l u s i o n   o f   a l l   s p e c i e s   o f   A g r o b a t e r i u m   C o n n   1 9 4 2   a n d A l l o r h i z o b i u m   u n d i c o l a
 d e   L a j u d i e   e t   a l .   1 9 9 8   a s   n e w   c o m b i n a t i o n s : R h i z o b i u m   r a d i o b a c t e r ,  R - r h i z o g e n e s ,
 R - r u b i  ,  R - u n d i c o l a  a n d  R - v i t i s .   I n t .   J .   S y t e m .   E v o . M i c r o b i o .  5 1 ( 1 ) :   8 9 - 1 0 3 .
 Z e b a r j a d i ,   A . R . ,   N a j a f i ,   S . ,   G h a s e m p o u r ,   H . R . ,   a n d   M o t a m e d i ,   J .   2 0 1 1 .   E s t a b l i s h m e n t   o f
 a   p r a c t i c a l   t i s s u e   c u l t u r e   f o r   p r o d u c i n g   h a i r y   r o o t s   o f V a l e r i a n a   o f f i c i n a l i s L .   v i a
 A g r o b a c t e r i u m   r h i z o g e n e s .   J .   M e d .   P l a n t s   R e s . 5 ( 2 0 ) :   4 9 8 4 - 4 9 9 2 .
 Z e i e r ,   J .   a n d   S c h r e i b e r ,   L .   1 9 9 7 .   C h e m i c a l   c o m p o s i t i o n   o f   h y p o d e r m a l   a n d   e n d o d e r m a l
 c e l l   w a l l s   a n d   x y l e m   v e s s e l s   i s o l a t e d   f r o m C l i v i a   m i n i a t a  -  I d e n t i f i c a t i o n   o f   t h e
 b i o p o l y m e r s   l i g n i n   a n d   s u b e r i n .   P l a n t   P h y s i o l . 1 1 3 ( 4 ) :   1 2 2 3 - 1 2 3 1 .
 Z h a n g ,   H . L . ,   X u e , S . H . ,   P u ,   F . ,   T i w a r i ,   R . K .   a n d   W a n g ,   X . Y .   2 0 1 0 .   E s t a b l i s h e m e n t   o f
 h a i r y   r o o t   l i n e s   a n d   a n a l y s i s   o f   g e n t i o p i c r o s i d e   i n   t h e   m e d i c i n a l   p l a n t G e     i a n a
 m a c r o p h y l l a .   R u s s .   J .   P l a n t   P h y s l . 5 7 ( 1 ) :   1 1 7 - 1 2 4 .
 6 2
 Z i a ,   M . ,   M i r z a ,   B . ,   M a l i k ,   S . A . ,   a n d   C h a u d h a r y ,   M . F .   2 0 1 0 .   E x p r e s s i o n   o f r o l  g e n e s   i n
 t r a n s g e n i c   s o y b e a n   ( G l y c i n e   m a x L . )   l e a d s   t o   c h a n g e s   i n   p l a n t   p h e n o t y p e ,   l e a f








 P o s t - s e c o n d a r y  U n i v e r s i t y   o f   W i n n i p e g
 E d u c a t i o n   a n d  W i n n i p e g ,   M a n i t o b a ,   C a n a d a
 D e g r e e s :  2 0 0 2 - 2 0 0 7   B . S c .   B i o l o g y
 T h e   U n i v e r s i t y   o f   W e s t e r n   O n t a r i o
 L o n d o n ,   O n t a r i o , C a n a d a
 2 0 0 7 - 2 0 0 9   B . S c .   H o n o r s   E c o l o g y   a n d   E v o l u t i o n
 H o n o u r s   a n d  N a t u r a l   S c i e n c e s   a n d   E n g i n e e r i n g   R e s e a r c h   C o u n c i l   o f   C a n a d a
 A w a r d s :  U n d e r g r a d u a t e   R e s e a r c h   S c h o l a r s h i p
 2 0 0 8




 R e l a t e d   W o r k  R e s e a r c h   A s s i s t a n t
 E x p e r i e n c e :  T h e   U n i v e r s i t y   o f   W e s t e r n   O n t a r i o
 2 0 0 7 ,   2 0 1 0
 T e a c h i n g   A s s i s t a n t
 T h e   U n i v e r s i t y   o f   W e s t e r n   O n t a r i o
 2 0 1 0 - 2 0 1 2
 P u b l i c a t i o n s :
 D a h a l , K . ,   K a n e ,   K . ,   G a d a p a t i ,   W . ,   W e b b ,   E . ,   S a v i t c h ,   L . V . ,   S i n g h ,   J . ,   S h a r m a ,   P . ,   S a r h a n ,
 F . ,   L o n g s t a f f e ,   F . J . ,   G r o d z i n s k i ,   B .   a n d   H ü n e r ,   N . P . A . 2 0 1 2 .  T h e  e f f e c t s   o f  p h e n o t y p i c
 [ e t c . ]  P l a s t i c i t y   o n   P h o t o s y n t h e t i c   P e r f o r m a n c e   i n   W i n t e r   R y e ,   W i n t e r   W h e a t   a n d
 B r a s s i c a   n a p u s .  P h y s i o l o g i a   P l a n t a r u m . 1 4 4 ( 2 ) :   1 6 9 - 1 8 8 .   D O I  1 0 . 1 1 1 1 / j . 1 3 9 9 -
 3 0 5 4 . 2 0 1 1 . 0 1 5 1 3 . x .
 M a k h z o u m ,   A . B . ,   S h a r m a ,   P . ,   B e r n a r d s ,   M . A .   a n d   T r e m o u i l l a u x - G   i l l e r ,   J .     H a i r y   r o o t s
 a s   a n   i d e a l   p l a t f o r m   f o r   t r a n s g e n i c   p l a n t   p r o d u c t i o n   a n d   o t h e r   p r o m i s i n g   a p p l i c a t i o n s .
 P h y t o c h e m i c a l s ,   P l a n t   G r o w t h   a n d   t h e   E n v i r o n m e n t ,   C h a p t e r   6 .   E d i t e d   b y   G a n g ,   D . R .   I n
 p r e s s .
